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Manuel Rosal Sñnchnz Introducción
1.- COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPA-
TIBILIDAD (MHC)
1.1.- DefinkhSn de MMC
El. Complejo Principal de Histocompatibilidad (MMC; Major Histacompatibility
Complex) es un conjunto de genes, en su mayoría altamente polimórticos, cuyos productos se
expresan en la superficie de una gran variedad de células y que son responsables, entre otros,
de la llamada respuesta inmune adaptativa. Se asume que todas las especies de vertebrados
paseen un MHC (Klein, 1.986; Humphreys y Reinherz, 1.994).
El MHC fue descubierto en la década de los 50 a raíz del trasplante de un tejido de un
individuar a otro. Dicha sistema codifica unas proteínas denominadas “antígenos MHO”,
responsables del rechazo o aceptación de un trasplante, aunque no es ésta la función
primordial de estas moléculas, sino la presentación de antígenos, para la respuesta inmune
específica, mediada por los linfocitos T (Brodsky et al., 1.996).
Las moléculas MHC actúan como antígenos, al igual que las de agentes extraNos
patógenos (virus o bacterias), estimulando a los linfocitos del receptor. Estos antígenos o
molétulas de superficie celular determinan, de esta manera, si un tejido es compatible o no en
el ámbito inmunológico, puesto que, en el segundo caso, pueden llegar a producir una rápida
destrucción y rechazo del tejido injertado, siendo ésta la causa por la que se les ha dado la
denominación de Antígenos Principales de 1-listocompatibilidad (Klein, 1.990).
Además del MHC existen otros genes cuyos productos pueden actuar como antígenos
de histacompatibilidad, si bien mucho más débiles, y que se engloban bajo la denominación
común de antigenos menores de histacompatibilidad, de los que los más conocidos son el
sistema liii (histocampatibilidad hematopoyética) y el lacus denominado MIs (Minar
lymphocyte stimulant; locus menor estimulante de los linfocitos).
Los genes MMC son muy palimórficos. Cada gen puede presentarse baja la forma de
diversos alelas, cuyos productos difieren par su capacidad para unirse a y presentar can
distinta eficacia diferentes antígenos prateicos (Arnaiz-Villena, 1.993). Cada individuo puede
tener dos alelos diferentes para cada gen MHO, los cuales se expresan codominantemente y,
al- igual que la mayoría de los genes, se heredan según un patrón mendeliano.
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La forma en que estos genes influyen en la respuesta inmune queda determinada par
la’ modulación del repertorio de células T maduras realizada por el mismo MHC, por lo que el
sistema inmunitario es capaz de distinguir entre lo “propio” (las células y tejidos de su
organismo), lo “no propio” (patógenos) y lo “propio alterado” (tumores).
Tres son las características fundamentales del MI-IC:
Es poligénico: está constituido por varios genes.
2.— Es polimórfico: cada locus puede presentar multitud de formas alélicas diferentes,
lo que implica que la mayoría de la población es heterocigota para cada gen de este sistema.
3.- Presenta desequilibrio de ligamiento: diferentes alelos de distintos genes están en
un mismo cromosoma con una frecuencia mayor a la teóricamente esperada par una
combinación aleatoria.
11.- Complejo Principal de Histocompatibilidad en humanos:
sistema HIA
En la especie humana el MHC recibe el nombre de sistema HLA (Human Leucocyte
¿Intigen, o Antígeno Leucocitario Humano). Se localiza en un segmento cromosómico de
aproximadamente 4 millones de pares de bases de longitud (4 cM), que contiene, al menos
200 genes, pseudogenes y genes truncados (Cainpbell y Trowsdale, 1.993; Newell et al.,
1.994; Campbell y Trowsdale, 1.997) y que se ubica en el brazo corto del cromosoma 6, en la
parte distal de la banda 6p21.3 (Lamm et al., 1.974; Ferrando et al., 1.981; Senger et al.,
1.993). El conjunto de genes del MI-IC se ha dividido en 3 grandes áreas, atendiendo al origen
genético y funcionalidad biológica de sus productos proteicos (Klein, 1.977; Klein, 1.990;
Brostofl’y Howell, 1.991; Trowsdale et al., 1.991; Trowsdale, 1.995).
El papel principal de los genes HiLA en la respuesta inmune frente a antígenos fue
postulado en 1.970 cuando se demostró que los linfocitos T específicos de antígeno no
reconocían antígenos libres o en forma soluble, sino que reconocían fragmentos de las
proteínas antigénicas que se unían de manera no covalente a las moléculas de lILA. Puesto
que las moléculas liLA están asociadas a la membrana, los linfocitos 1 sólo pueden
reconocer a los antígenos extraños si éstos están unidos a la superficie de las células
portadoras de HLA. Esta limitación en el proceso de reconocimiento, por parte de los
linfocitos 1, es lo que se conoce como restricción por el MMC.
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La asociación del antígeno con según qué molécula HLA determina qué subpoblación
linfocitaria T va a ser activada. Así, los antígenos unidos a las moléculas HLA de clase 1
estimulan a los linfocitos T CD8+, mientras que los unidos a las moléculas HLA de clase II
estimulan a los linfocitos T CD4+.
Las moléculas de HLA de las clases 1 y II representan entidades estructurales
semejantes; es decir, aunque existen múltiples genes de ambas clases dentro del MHO, todos
sus productos tienen globalmente la misma estructura. En cambio, la región de clase III
contiene un cúmulo bien diverso de más de 40 genes cuyos productos génicos muestran
heterogeneidad estructural, además de que carecen, a diferencia de los productos de las clases
Ji y II, de la función estimuladora de linfocitos T.
La aplicación de técnicas de genética molecular ha permitido determinar la
organización fisica de los loci del complejo HLA. El mapa más completo y reciente se ha
publicado en 1.997 (figura 1; Campbell y Trowsdale, 1.997) y en él se han localizado y
caracterizado, desde el centrómero hasta el telómero del cromosoma 6, al menos 209 loci que
corresponden a genes, pseudogenes y fragmentos génicos de las regiones de clases II, III y 1.
1.2.1.- Antígenos de clase 1 del sistema fiLA
1.2.1.1. - Estructura molecular
La estructura básica de las moléculas MHO de clase 1 ha sido bien establecida desde
la publicación de la primera estructura cristalina de una molécula de HLA-A2 (Bjorkman et
al., 1.987; Saper et al., 1.991). Dicha estructura comprende una cadena pesada glicosilada (a,
de 45 Kd) asociada de manera no covalente con la microglobulina ~2, un polipéptido de 12
Kd codificado en el cromosoma 15 en el ser humano (Ploegh et al., 1.981; ver figura 2). La
cadena a consta de tres dominios extracelulares [denominadosal (N-terminal), a2 y a3],
una región transmembrana y una cola citoplásmica. Cada dominio extracelular comprende
unos 90 aminoácidos aproximadamente y toda la región extracelular puede escindirse bajo la
acción proteolitica de la enzima papaina. Los dominios consta de tres dominios extracelulares
(denominados al (N-terminal), a2 y a3], unaregión transmembrana y una cola citoplásmica.
Cada dominio extracelular comprende unos 90 aminoácidos aproximadamente y toda la
región extracelular puede escindirse bajo la acción proteolítica de la enzima papaína. Los
dominios a2 y a3 tienen, ambos, enlaces disulfuro intracadena que engloban asas de 63 y 86
4
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La variabilidad de las moléculas de clase 1 se traduce en cambios topológicos en los
sitios de unión al péptido. Cada uno de estos sitios, en forma de valva (o Peptide-Binding
(J’roove), tiene una serie de depresiones denominadas “peptide-binding pockets” o bolsillos.
Los péptidos unidos a la valva pueden acomodar una o más cadenas laterales aminoacidicas
en estos bolsillos.
1.2.1.2.- Región cod</?cadora
La región de genes de histocompatibilidad de clase 1 ocupa aproximadamente 2.000
Kpb (figura 1) y abarca unos seis subgrupos de genes cuya nomenclatura se relaciona con el
orden cronológico de su descripción, estructura, funcionalidad y patrón de expresión celular
(Lawlor et al., 1.990). Sus genes son de los más poliniórficos que se han encontrado en la
Naturaleza (Parham, 1.989).
La región de clase 1 humana contiene, entre otros, tres loci, denominados liLA-A,
HLA-B y liLA-O, que codifican los principales antígenos de clase 1 clásicos (o la; figura
4), y dentro del sistema FILA fueron los primeros en conocerse.
En la figura 5 se representa un gen de la cadena pesada de uno de estos antígenos y su
organización en exones e intrones, junto con las secuencias reguladoras conocidas. Son un
total de ocho exones (Malissen et al., 1.982), de los que el primero codifica para un péptido
líder de 24 aminoácidos, los exones 2, 3 y 4 codifican para los tres dominios extracelulares
al, «2 y «3 (Malissen et al., 1.982), mientras que el dominio hidrofóbico transmembrana es
codificado por el exón 5. El dominio intracitoplasmático se codifica por los exones 6, 7 y 8
en los antígenos HLA-A2, -A3, -A24 y -Cw3, y por los exones 6 y 7 en los alelos
pertenecientes al locus IB{LA-B, en los que el octavo exón codifica sólo para la región 3’UT
(UnlYanslated; No Traducida).
El análisis comparativo de todas las secuencias conocidas de clase 1 permite la
diferenciación de “zonas variables” y de “zonas homólogas”: Hasta el 80% de los cambios de
bases dentro de las primeras origina cambios aminoacídicos, mientras que sólo lo hacen el
35% en las segundas, aún cuando la frecuencia de mutaciones es similar en ambas zonas
(Srivastava et al., 1.985). Se ha constatado que los exones 20 y 30 son los más polimórficos, lo
cual es lógico si se considera que son los que codifican los dominios «1 y «2, que, por ser los
que conforman la hendidura de unión al antígeno, están sujetos a gran variabilidad. En
cambio, el 40 exón, codificador del dominio «3 (no implicado en el reconocimiento antigéni-
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(O’Callaghan y Belí, 1.998). FILA-E, con un péptido unido, se expresa en la superficie celular
e inhibe la lisis producida por las células NK y mediada por receptores de NK tipo lectina
(CD94/NXG2A, B y O; Munz et al., 1.997; Llano et al., 1.998; Sasaki et al., 1.999). Puesto
que las células NK lisan las células infectadas por virus, que impiden la expresión nonnal de
las moléculas HLA, resultaría que liLA-E actuaría como un intermediario: cuando la célula
está sana se sintetizan proteínas FILA, entre ellas FILA-E, que tiene a su disposición péptidos
libres para unirlos y poder expresarse en la superficie celular, interaccionar con las células
NK e inhibirías. Si la célula está infectada, por el contrario, se interrumpe este proceso
mediador ya que FILA-E es inestable si no está cargada con un péptido y ocurre la citolisis.
HLA-F presenta dos características que lo distinguen nítidamente de los antígenos de
clase 1 clásicos: la primera de ellas es que pierde el séptimo exón por un proceso de corte y
eliminación durante la maduración del ARNm, a causa de una mutación puntual. La segunda
característica consiste en la presencia de una región 3951’ inusual, caracterizada por la
inserción de una secuencia altamente conservada durante la evolución y semejante a la de una
proteína ribosomal (Zemmour y Parham, 1.992).
HLA-G presenta la misma organización exón/intrón que el resto de los genes de clase
1 y una de sus características más resefiables es su bajo polimorfismo. Hasta la fecha sólo se
han descrito seis alelos codificantes (Oeraghty et al., 1.987; Morales et al., 1.993; Castro et
al., 1.996). Presenta un fuerte desequilibrio de ligamiento con HLA-A (Morales et al., 1.993;
Suárez et al., 1.997).
FILA-O tiene un patrón de expresión muy reducido. Sólo se ha descrito un nivel de
expresión con significado fisiológico relevante en la placenta. La posible expresión de genes
HLA de clase 1 no clásicos fue sugerida por primera vez en células trofoblásticas (Hunt et al.,
1.988; Hunt et al., 1.990). Posteriormente, se ha confirmado la expresión de FILA-O en la
placenta (Kovats et al., 1.990; Ellis, 1.990; Wei y Orr, 1.990), aunque otros autores (Shukla et
al., 1.990) detectaron FILA-O en el ojo y en el timo.
Mediante la puesta a punto de técnicas de detección más potentes se ha establecido la
presencia de FILA-O en prácticamente todas las células y tejidos, incluyendo las células
epiteliales tímicas (Crisa et al., 1.997), tanto de adultos como fetales, aunque se ha sugerido
que esta situación correspondería a una transcripción basal sin significado fisiológico (Onno
et al., 1.994; Kirszenbaum et al., 1.994; Houlihan et al., 1.995).
En este gen se han descrito mecanismos de maduración (“splicing”) alternativa de su
ARNm, por lo que la proteína FILA-O puede adoptar hasta cuatro formas distintas unidas a
11
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membrana y dos formas distintas no unidas a ella, dando lugar a moléculas de FILA-O
solubles (es el llamado “HLA-O soluble”).
Puesto que el feto se puede considerar como un “semi-injerto” (expresa antígenos
paternos, extraños al sistema inmunitario de la madre), es necesa4o un mecanismo previsor
del rechazo materno, y éste bien podría ser la ausencia de expresión de los antígenos HLA-A,
-B y quizás también -c en el tejido placentario. La expresión de HLA-G, al ser poco
polimórfico, no presenta alorreactivdad per se. Puesto que el trofoblasto, en contacto directo
con los tejidos maternos, expresa FILA-O en ausencia de otros antígenos FILA, se ha
propuesto que FILA-O podría ser el protagonista del fenómeno de tolerancia materna hacia el
feto (Schxnidt y On, 1.993), gracias a su bajo polimorfismo.
Se ha postulado que FILA-O funciona como molécula inhibidora de las células NK de
la mucosa uterina al unirse a los receptores KIR de las mismas. Alternativamente, FILA-O
podría presentar péptidos a la célula 1 para proteger al trofoblasto de infecciones virales o
transformaciones malignas, igual que los antígenos FILA de clase 1 clásicos lo hacen en otros
tejidos (Diehl et al., 1.996).
Evolutivamente, la relación entre los genes clásicos y los no clásicos no está clara. El
estudio de los genes MHO en monos del Nuevo Mundo (MNM) sugiere que estos primates
no poseen genes clásicos, puesto que todos los genes de clase 1 descritos en estas especies se
asemejan más, en secuencia, a los genes no clásicos (Watkins et al., 1.990a; Watkins et al.,
1.990b; Watkins et al., 1.991). Se ha postulado que los productos de estos genes podrían
actuar como los de los clásicos, presentando antígenos a linfocitos T citotóxicos (LTC
CD8+), lo que implicaría que tanto los genes de clase 1 clásicos, como los no clásicos, no
constituirían grupos mutuamente exeluyentes a lo largo de la evolución.
1.2.1.4. - Otras secuencias nucleotidicas en la región de clase 1 del sistema HLA
Además de los genes de clase 1, clásicos y no clásicos, en la región de clase 1 se han
descubierto toda una serie de secuencias de ADN (figura 4) que se han clasificado en:
a) Pseudogenes (FILA-li, -J, -K y -L; Oeraghty et al., 1.992a). Tienen deleciones que
dan lugar a codones de paro prematuros.
b) Genes truncados (HLA-16, -75, -80 y -90 (Geraghty et al., 1.992b). Presentan
homología, en una amplia longitud, con los genes de clase 1, pero carecen de la
secuencia génica completa.
c) Segmentos génicos (HLA-17, -21, -30, y -81). Son las secuencias más pequeñas y
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con un menor grado de homología con clase 1.
d) Genes no HLA que mapean dentro de la región de clase 1 (gen de la cadena 13 de la
tubulina, gen de la prolactina, gen de la hemocromatosis, entre otros). Pese a su
ubicación fisica, carecen de función relacionada con la presentación antigénica,
aunque muchos de ellos podrían tener función reguladora (le Bouteiller, 1.994).
1.2.1.5. - Proteínas reguladoras de los loci de clase 1
Los elementos reguladores de clase 1 comprenden dos regiones “inductoras”, los
elementos 105 y a y, por último, las cajas OCAAT y TATA (figura 5).
Inductor A: abarca dos regiones, la región 1 es un palíndromo de 13 pb, homóloga al
sitio de unión del factor Nf-kB, descubierto originariamente en el promotor de los genes
innunoglobulínicos y, más recientemente, en otros genes, incluyendo 132m, ITEN-¡3 e ]IL-2
(Drew et al., 1.995). La región II parece contener un sitio de respuesta a AMPc y otro de
respuesta a los retinoles.
Inductor B: (Israel et al., 1.987) parece ejercer una inducción más débil que el
inductor A. Contiene una secuencia de 11 pb conservada, aunque se desconoce su significado
fisiológico.
ICS: (Interferon Consense Sequence; Secuencia Consenso del Interferón) es
homólogo a los denominados elementos de respuesta al interferón (IIRE; Interferon Response
Element) encontrados en otros genes inducibles por interferón.
CRE: (cAMP Response Element; Elemento de Respuesta al AMPe) ha sido
localizado en la región II y también en la región a. A través de él ejercen su acción algunas
hormonas (insulina) y corticoides (hidrocortisona) disminuyendo la expresión de los genes
FILA de clase 1 (Saji et al., 1.992) en los órganos diana. Con estos elementos interaccionan
los OREB (cAiMP Response Element Rinding factor) o factores de unión.
A partir de estos elementos existen otros que actúan coordinadamente, definiendo
inductores y silenciadores a través de los cuales se controla la expresión basal e inducible de
los genes de clase 1, así como el diferente patrón tisular y/o celular de expresión de estos
antígenos (Maguire et al., 1.992); de esta forma se podría explicar el patrón de expresión tan
restringido y específico de los antígenos de clase Ib.
El gen de la beta-2-microglobulina también posee elementos reguladores del mismo
tipo, lo que sugiere una coordinación paralela con la de clase 1. Otro aspecto interesante de la
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regulación es que las células tumorales pierden frecuentemente la capacidad de expresar
antígenos de clase 1 (Blanchet et al., 1.992), motivada por la carencia de determinados
factores proteicos (Nf-kB, KBFI) de unión a otra de estas subregiones (región 1), los cuales
también están implicados en la regulación.
1.2.2.- Antígenos de clase U del sistema HiLA
1.2.2.1. - Antecedentes históricos
El primer dato que apuntó la existencia de estas moléculas fue el descubrimiento de la
respuesta linfoproliferativa en cultivos mixtos de linfocitos (Hirschorn et al., 1.963) que no
presentaban diferencias en sus antígenos FILA de clase 1. Posteriormente se atribuyó esta
respuesta linfocitaria a determinantes no detectados serológicamente, viéndose estas
reacciones entre hermanos que eran FILA-A y -B idénticos (Bach y Amos, 1.967). Al sistema
de antígenos FILA implicado se le denominó HLA-D, viéndose que era polimórfico. En
1.989, Dupont reconoció la existencia de 18 variantes de estos antfgenos mediante estudios
serológicos.
Más tarde se identificaron antígenos estrechamente relacionados con FILA-D, por lo
que se les llamó HLA-DR (D Related; Relacionados con D), mediante inhibiciones de la
respuesta linfocitaria en cultivos mixtos por sueros procedentes de multíparas (van Leeuwen,
1.973) o individuos inmunizados con leucocitos. También se identificaron por reacciones
inesperadas de antisueros anti-HLA-A o -B con células procedentes de leucemias linfoides
crónicas de la estirpe B (Winchester y Kunkel, 1.979). Estos mismos estudios definieron
antígenos que párecen representar especificidades públicas de los FILA-DR (Bodmer, 1.978),
estableciéndose posteriormente que eran las nuevas series antigénicas DRS2/DR53 y DQ
(Tanigaki y Tosi, 1.982). A la vez que se discernía la estructura y polimorfismo de los
antígenos DR y DQ, se definió (Shaw et al., 1.980a, b) una nueva serie de antígenos FILA de
clase II responsables de una respuesta secundaria acelerada en cultivos mixtos linfocitarios
~DP).
1.222.- Estructura molecular
Los productos de los genes de clase II (figura 6) son heterodimeros de cadenas
glicoproteicas pesadas (a) y ligeras (¡3) unidas de manera no covalente. Las cadenas a tienen
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rizo alfa helicoidal que forma las paredes laterales de la mencionada hendidura de unión al
antígeno (Brown et al.,1.988; Mayer et al., 1.992; Brown et al, 1993).
Los productos proteicos de los genes de clase II están implicados en los fenómenos de
restricción del reconocimiento antigénico por parte de los linfocitos T colaboradores (Th) o
0D4+. De hecho, la interacción entre CD4 y las proteínas del MHC de clase II es crítica para
la activación de las células 0D4+ (Janeway, 1.989; 1.991), las cuales están implicadas en
reacciones de trasplante y en un cierto número de enfermedades autoinmunes (Mignot et al.,
1.995; Vyse y Todd, 1.996). La distribución tisular de estos antígenos histocompatibles está
limitada a células del sistema inmune (linfocitos B, macrófagos, linfocitos T activados)
presentadoras de antígenos foráneos a las células T colaboradoras, o a células que, sin ser
inmunocitos, son consideradas accesorias del sistema inmune, tales como las células
epidérmicas de Langerhans y las células dendriticas tímicas (Kaakinen y Hirschberg, 1.977).
La determinación de la primera estructura MHO de clase II empleó un amplio
conjunto de técnicas cristalográficas (Brown et al., 1.993). Los estudios que siguieron, acerca
de los complejos peptídicos asociados a estas moléculas MIRO de clase II establecieron las
reglas elementales para la unión de péptidos funcionales (Stem y Wiley, 1.994; Ghosh et al.,
1.995; Fremont et al., 1.996). Dichos estudios demostraron que las moléculas de clase III se
pliegan formando un surco análogo al de clase 1, formado a partir de la hélice a O-terminal
de los dominios al y 132. La base subyacente al surco se forma por las hebras 13 N-terminales
de cada dominio. El polimoifismo se concentra en ese surco y sus inmediaciones, tal como
ocurre en clase 1.
En 1.996 Johanseny colaboradores vieron, al estudiar los sitios de unión de moléculas
FILA-DQ, que los residuos polimórficos, tanto de la cadena alfa como de la beta determinan
la especificidad de la unión peptídica, pero que es, en último término, el polimorfismo de la
cadena beta el que parece desempeñar el papel más importante, no sólo en FILA-DQ, sino en
toda la familia de productos génicos de HLA de clase II.
En la cadena DRIB existen ciertas posiciones cuya conservación es fundamental para
que la molécula adopte una estructura y funcionalidad correcta. De forma panicular, dichas
posiciones son importantes para:
a) Que la molécula sea capaz de adoptar la adecuada estructura plegada para formar la
hendidura de presentación antigénica (por medio del enlace disulfuro entre las
cisteinas de las posiciones 15 y 79; Kaufinan et al., 1.984; Brown et al., 1.993).
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b) Que sea capaz de controlar la complejidad de los péptidos procesados y asegurar la
estabilidad del heterodímero ct/13. Para ambas funciones es de importancia capital el
residuo de la posición 86. Se ha visto (Demotz et al., 1.993) que la variación natural
del residuo 86 de la molécula DR13 es un mecanismo que regula la cantidad y
complejidad de los péptidos presentados por las mismas, al incrementar (por glicina) o
disminuir (por vaina) la pennisividad de estas moléculas para la unión de los péptidos
procesados. Simultáneamente (Verreck et al, 1.993), se vio que los haplotipos
codificadores de las cadenas DR13 con una valina en la posición 86 expresan mayor
cantidad de heterodimeros estables que los haplotipos similares que expresan cadenas
DR13 con una glicina en esa misma posición. Aunque se han encontrado otras
sustituciones aminoacídicas en el supuesto sitio de unión al péptido de las cadenas
DR13 investigadas, sólo el dimorfismo valina./glicina es el único que se correlaciona,
respectivamente, con los fenotipos “estables” e “inestables” observados.
e) Se ha visto, mediante experimentos de difracción de rayos X que las moléculas de
clase II cristalizan en forma de dimeros de heterodimeros a/fr Ambos heterodimeros
se mantienen unidos por la estabilidad que les confiere la existencia de dos interfases
de unión, situándose cada una de ellas, respectivamente, en los dominios 131 y 132.
Dichos dominios poseen cienos residuos antinoacidicos susceptibles de dar lugar a las
dos interfases. Estos residuos son, en la primera interfase, los de las posiciones 49, 50,
51,52 y 55, y en la segunda, los situados en las posiciones 105, 111, 112, 114, 142,
143 y 162. Tres de estos siete aminoácidos, Hl 11, Hl 12 y E162, interactúan con
residuos del dominio proteico a2 para formar tres puentes salinos.
d) Dado que las moléculas Mhc-DRB no actúan aisladamente, sino que su unión a
antígenos es una etapa necesaria en la inducción de ciertas respuestas inmunitarias
subsiguientes, tales como la activación de linfocitos T cooperadores (Th),
caracterizados por expresar en sus membranas citoplasmáticas la molécula
correceptora 0D4 (Janeway y Bottomly, 1.996; Huang et al., 1.997), se hace necesario
que las moléculas de DR~ tengan ciertos residuos esenciales para la correcta
interacción con el correceptor (figura 7), identificados como las secuencias
aminoacidicas 134-148 y, en menor grado, la 138-152, ubicadas todas ellas en el
dominio 132 (Kdnig et al., 1.992; Oammarota et al., 1.992; Fleury et al., 1.995).
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1.22.3. - Región cod~/¡cadora
La región de clase II abarca hasta unas 1.000 Kpb de ADN y el orden de los distintos
loci queda reflejado en las figuras 1 y 4, encontrándose aquí diferentes tipos de genes
funcionales: los que codifican para los antígenos de clase II (subregiones de }{LA-DP, -DQ y
-DR que, a su vez, están integradas por vanos genes; Oampbeíl y Trowsdale, 1.993;
Campbell y Trowsdale, 1.997; Beck y Trowsdale, 1.999), y los que los hacen para otras
proteínas que son importantes en el procesamiento antigénico. Posteriormente se
descubrieron y caracterizaron otros antígenos de esta misma clase, que conforman las
subregiones HLA-DM, -DN y -DO (Trowsdale y Kelly, 1.985; Tonnelle et al., 1.985; Kelly et
al., 1.991). Cada uno de ellas cuenta con, por lo menos, un gen para la síntesis de la cadena
pesada (a) y otro para la cadena ligera (13) que, en lo sucesivo, se llamarán, respectivamente,
A y B. Son una excepción a esta regla los genes de la subregión DN¡DO. Se ha constatado la
existencia de proteínas a codificadas por el gen DN, pero no de cadenas 13, mientras que,
contrariamente, el gen DO es capaz de sintetizar cadenas 13 pero no proteínas a.
Desde un punto de vista estructural y, al igual que ya ha quedado plasmado para los
genes de clase 1, en clase II también hay una correspondencia entre los exones génicos y los
dominios de las proteínas maduras (Andersson et al., 1.987). En la figura 8 se muestra un
esquema típico de los genes a y 13 de clase II.
Para las cadenas a hay cinco exones (1-5), a partir de los cuales se sintetizan el
péptido líder (exón 1); los dominios al y ct2 (exones 2 y 3, respectivamente), el péptido de
conexión, la región transmembranosa, el dominio citoplasmático y parte de la región 3<UT
(exón 4). El exón 5 codifica para el resto de la región 3951’. Hay algunas variaciones en los
genes de las distintas subregiones y así, por ejemplo, el ARNm de DQA1 tiene una longitud
diferente de los ARNm que se detectan en el resto de los genes. En el gen DNA el codón de
paro se localiza en el exón 5.
De manera parecida, las cadenas ¡3 de clase II se codifican por seis exones; un exón
para el péptido líder, dos exones para los dominios proteicos 131 y 132, y un cuarto exón para
el péptido de conexión, el dominio transmembranoso y parte del dominio intracitoplasmático.
No obstante, el resto del dominio intracitoplasmático se codifica en, por lo menos, dos exones
más, con alguna variación en las distintas subregiones.
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DPB1 tienen la estructura típica de las cadenas 13 de clase II, aunque existen evidencias de
algunos haplotipos con distintos patrones de procesamiento que dan lugar a diferentes
dominios intracitoplasmáticos. Los otros dos genes de esta región, DPA2 y DPB2, parecen
ser pseudogenes (Servenius et al., 1.984), pese a que conservan intacta su secuencia genética,
desconociéndose la causa de esta carencia de expresión; en el caso concreto de DPA2 se ha
propuesto que la mayor parte del segundo exón estaría reemplazada por la inserción de una
secuencia repetitiva en el intrón 1, originando así un péptido líder carente de funcionalidad
(Radley et al., 1.994).
En la subregión HLA-DN/DO los genes HLA-DNA y HLA-DOB se localizaron por
electroforesis de campo pulsante y estos estudios demostraron que el gen DNA se sitúa
próximo a la región DP (Trowsdale y Kelly, 1.985), mientras que el gen DOB (Tonelle et al.,
1.985) está más próximo a la región DQ. La distancia entre DNA y DOB es superior a 100
Kpb, a pesar de lo cual se cree que forman heterodimeros a/j3 (Karlsson et al., 1.991). Pese a
que la función fisiológica de estos genes se desconoce aún, se cree que, al menos, DOB
podría ser un regulador de la carga peptidica de los antigenos de clase II mediada por FILA-
DM (Liljedahl et al., 1996), y recientemente se ha demostrado que ejerce una modulación
negativa (van Hani et al., 1.997).
Los dos loci DMA y BMB de la subregión HLA-DM se sitúan entre los loci DNA y
DOB (Kelly et al., 1.991), separados por 7,5 Kpb. Su polimorfismo parece ser limitado
(Bodmer et al., 1.994) y la comparación de su secuencia con la de los genes de las clases 1 y
II los sitúa en una posición intermedia (Kelly et al., 1.991). Así mismo, la estructura de sus
productos proteicos es algo diferente a la del resto de los antígenos de clase II (Gruneberg et
al., 1.997): codifican para un producto heterodímero ct/¡3 integral de membrana, de 261-263
aminoácidos, no detectado en la superficie celular. La estructura proteica de este dimero es
algo diferente a la del resto de los antígenos de clase II, puesto que, aunque los dominios
proximales a la membrana pertenecen a la superfaniilia Ig, los dos dominios más externos
contienen aminoácidos que pueden formar múltiples puentes disulfuro que darían lugar a una
conformación sumamente rígida y probablemente cerrada. Estos genes poseen una función
relacionada con la presentación antigénica mediada por clase II (vé~se 1.4.2).
En la subregión HLA-DQ se han visto cinco genes diferentes: DQA1, DQBl,
DQA2, DQB2 y DQB3. Los genes funcionales de esta subregión son DQAl y DQBl (Okada
et al., 1.985; Korman et al., 1.985), que se disponen cabeza con cabeza y, hasta el momento
presente, no hay evidencia de que los otros tres genes se expresen, a pesar de que DQA2 y
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DQB2 (Jonsson et al., 1.987) poseen secuencias intactas y no hay datos que apunten hacia su
posible naturaleza pseudogénica. DQB3 ha sido descubierto posteriormente (Ando et al.,
1.989) pero no hay evidencias de que exprese un producto proteico. DQB1 tiene un dominio
citoplasmático más corto que DQAl al haber perdido su quinto exón como consecuencia de
un proceso de corte y eliminación durante la maduración del ARNm (Radley et al., 1.994).
Respecto a la subregión liLA-DR (Spies et al., 1.985; Rollii et al., 1.985; Meunier
et al., 1.986) hay dos genes DRJ3 expresados en la mayoría de los haplotipos (DRB1 y DRB3
o DRiB4 o DRB5) y un número variable de pseudogenes. Una excepción a estos datos son los
haplotipos DRí, DR8 y DRiO en los que sólo parece expresarse un gen (DRBl). Los
pseudogenes han sido así definidos por presentar deleciones o codones de paro (DRB2,
DRB6, DRB7, DRiBS y DRB9) pero se considera que pueden tener un papel importante en
mecanismos de conversión génica y no se sabe si son totalmente afuncionales.
1.2.2.4. - Genes que codWcan otras proteínas distintas de los antígenos de clase JI
En posición centromérica a HILA-DP existe un grupo de genes que incluyen uno para
la síntesis de colágeno (del tipo 1 1A2) y otros cinco genes de función desconocida (Thomas
et al., 1.991) cuya posible relación con el MHC está por esclarecer. Un segundo grupo de
genes se localiza entre los loci HLA-DNA y -DOB y puede dividirse en tres categorías:
1.- Los que no tienen relación aparente con el sistema inniunitario (1111403, homólogo
a un gen de Drosophila que controla la esterilidad de las hembras; Beck a al., 1.992).
2.- Un conjunto de genes que codifican proteínas involucradas en el procesamiento de
los antígenos por intervenir en el transporte de péptidos hacia el retículo endoplasmático
(TAPI y TAP2; Transponer associated with Antigen Presentation; Transportador asociado
con la Presentación del Antígeno; Trowsdale et al, 1.990; Spies y de Mars, 1.991; Powis et
al., l.992a, b). Pertenecen a la familia de transportadores ABC, que son proteínas que median
la traslocación, dependiente de la hidrólisis de ATP, a través de las membranas celulares pro-
y eucarióticas, de una gran variedad de moléculas, tanto orgánicas como inorgánicas. Se han
detectado en la membrana del retículo endoplasmático rugoso, donde forman heterodímeros
TAP1/TAP2 unidos no covalentemente, de los cuales se ha postulado que estañan formados
por 8-10 dominios hidrofóbicos embebidos en la membrana del retículo con los dominios
dependientes de ATP orientados hacia el citoplasma (Koopmann et al., 1.997).
3.- Genes implicados en el procesamiento antigénico por su condición de subunidades
de los proteasoma (LMP2 y LMP7; Low Molecular weight Protein; Proteína de Bajo peso
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Molecular; Glynne et al., 1.991; Trowsdale et al., 1.991; Kelly et al., 1.991). TAPI y LMP2
comparten el mismo promotor de transcripción y, además, presentan elementos reguladores
que coordinan su expresión ante diferentes estímulos (Wright et al., 1.995). La existencia de
elementos reguladores comunes entre los genes FILA de clase 1, genes TAP y genes LMP
hace pensar en un mecanismo regulador compartido del aumento de expresión de genes de
clase 1 con los implicados en su transporte. Al igual que TAP y las proteínas de clase 1, la
expresión de LMP2 y de LMP7 es inducible por el interferón y ([FN-y; FrUh et al., 1.994;
Groettrup et al., 1.996).
1.22.5. - Elementos reguladores en la región de clase JI
Al menos se han descrito cuatro regiones que controlan su expresión de manera
constitutiva, los llamados “elementos reguladores en ci?, que son las cajas W/Z/S, XI, 5(2 e
Y (figuras 8 y 9), que son responsables de la mayoría de los aspectos reguladores que
conciernen a los genes de clase II (Rohn et al., 1.996).
1.- La caja W/Z/S se localiza en las 30-40 pb anteriores a la caja X. Contiene los
subelementos Z y 5. Parece que esta caja induce la transcripción, mediada por JFN-y (Vilen et
al., 1.992). Más tarde se describió que el subelemento 5 se une al factor RFX (Jabrane-Ferrat
et al., 1.996).
2.- La caja Xl es un motivo de 14 pb al cual se une el factor proteico RiFX (Reith et
al., 1.988).
3.- La caja X2 tiene una longitud de 7-8 pb y, como elemento regulador, su secuencia
se solapa con Xl. Muestra homología con los CRE (Cyclic-AMP Response Elements;
Elementos de Respuesta al AMP cíclico). A esta caja se une el factor proteico X2BP (X2
Rinding Protein; Proteína de Unión a 5(2; Hasegawa y Boss, 1.991). RFX y X2BP cooperan y
se une estrechamente a las cajas X y ambos confieren estabilidad al complejo ADN-protelna
que se forma (Moreno et al., 1.995).
4.- La caja Y se localiza entre 40-160 pb del lugar de inicio de la transcripción.
Contiene una secuencia CCAAT inversa. A esta caja se une el complejo heterotrñnérico
llamado NF-Y, que actúa como regulador positivo (Sinha et al., 1.995; Ronchi et al., 1.995) y
el factor YB-l, que parece modular el efecto inductor del [FN-y(Ting et al., 1.994).
Estas cuatro cajas que acaban de ser expuestas parecen hallarse presentes en todos los
promotores de los genes de clase II y, además de ellas, existen otros elementos reguladores de
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en la regulación de estos genes (Chang et al., 1.994; Steimle et al., 1.994). La regulación de la
expresión de las proteínas codificadas por los genes de clase II también se lleva a cabo a nivel
post-transcripcional. Se han descrito al menos dos proteínas que interaccionan con las
regiones 3’IJT del ARNm de FILA-DRA (del Pozzo et al., 1.994) y esta interacción parece
condicionar la cantidad de mensajero que se traduce a proteina.
1.2.3.- Antígenos de clase III del sistema HILA
Son genes fuertemente ligados que se sitúan fisicamente entre los genes de clase II y
los de clase 1, a lo largo de unas 800 Kpb de longitud. Dirigen la síntesis de unas 40
proteínas, algunas de ellas relacionadas con funciones inmunitarias, entre las que hay que
destacar algunos componentes polimórticos de la cascada del Complemento (Factor B -FB-
C2 y C4), los Factores de Necrosis Tumoral (TNF-a y TNF-13; lXimor Necrosis Factor) y el
gen para la Hsp-70 (Heat shock protien o Proteína de choque ténnico). Aunque estos genes
comparten la misma localización fisica que los genes de las clases 1 y II, su carencia de
relaciones evolutivas, funcionales y estructurales con ellos, hace que algunos autores no los
clasifiquen como pertenecientes al sistema FILA (Klein, 1.990).
1.3.- La región de unión al p¿ptido
Ya se ha comentado anteriormente (véanse 1.2.1.1 y 1.2.2.2) que las proteínas
antigénicas MHC de las clases 1 y II se pliegan formando, en su parte superior, un surco
longitudinal alargado y profundo, en cuyo interior debe quedar emplazado el fragmento
antigénico procesado. En una molécula de MHC, sólo esta región de la misma es capaz de
interaccionar y unirse a los antígenos, y por eso se la llama región ABS (Antigen Binding
Site, o Sitio de Unión al Antígeno) o PBR (Peptide Binding Region, o Región de Unión al
Péptido). El resto de la molécula MHC, que proporciona soporte fisico al ABS y lo une a la
membrana celular, es la región no-ABS. Una salvedad a lo inmediatamente expuesto lo
constituye la región externa al ABS del dominio 131 en las moléculas de MHC de clase II, la
cual es capaz de unirsea los superantígenos (Jardetzky et al., 1.994).
Pese a los caracteres comunes, esta hendidura difiere sustancialmente, tanto en
propiedades como en rasgos fisicos, en una y en otra clase de antígenos de
histocompatibilidad (Brown et al., 1.988).
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unión peptídica ha comenzado ya a ser ensayada en el diseño de nuevos ligandos MHC, de
naturaleza no peptidica, capaces de mimetizar aspectos de la unión peptidica (Weiss et al.,
1.995; Bouvier y Wiley, 1.996).
En las moléculas de clase 1, son 14 los residuos aminoacídicos implicados en la unión
al péptido, y son los situados en las posiciones polimórficas 9, 24, 45, 66, 67, 70, 74, 77, 80,
95, 97, 114, 116 y 156 (Parham et al., 1.988); sólo un aminoácido parece responsable de la
interacción con el receptor de la célula T (TCR; T Cdl Receptor), que es el que ocupa la
posición 65; además, hay cuatro aminoácidos capaces de interaccionar con el conjunto TCR-
péptido, y son los ubicados en las posiciones 62, 69, 76 y 163.
1.3.2.- PBR de las moléculas de clase II
En las moléculas de clase II los dominios distales al/Dl forman la valva de unión del
péptido, que consiste en una lámina [3formada por ocho hebras antiparalelas y flanqueada por
dos regiones en hélice a (figura 12). La región helicoidal del dominio al presenta un
extremo -NH2 terminal en cadena extendida y su extremo -COOH terminal se pliega hacia la
base de la valva. Esta peculiaridad hace que el sitio de unión al péptido muestre los extremos
abiertos y en él se pueden acomodar péptidos mayores y de longitud más heterogénea (12-28
aminoácidos) que los que se unen a las moléculas MHC de clase 1, además de no tener sus
extremos anclados a la estructura del heterodímero, sobresaliendo fuera de la molécula
~Rudenskyet al., 1.991; Chicz et al., 1.992; Rudensky et al., 1.992; Stem et al., 1.994;
Rammensee, 1.995).
Estudios cristalográficos de difracción de rayos X del heterodimero humano HLA-
DRí (DRA, DRBI*O1O¡; Stem et al., 1.994) unido a un péptido antigénico procedente de la
hemaglutinina HA del virus de la influenza [formadopor la secuencia de aminoácidos 306-
PKYVKQNTLKLAT-318; figura 12; (Jardetzky et al., 1.990; Rothbard y Get’ter, 1.991)] han
mostrado que el PBR de las moléculas de clase II tiene un bolsillo principal, llamado “1”,
además de otros cuatro minoritarios que se denotan como “4”, “6”, “7” y “9”. Estos bolsillos
están destinados al alojamiento de cadenas laterales de los aminoácidos de la estructura
antigénica reconocida. Muchos de los residuos que delinean estos bolsillos son altamente
polimórficos, y este polimorfismo es, probablemente, responsable de las diferentes
especificidades peptídicas de las distintas proteínas de clase II.
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sustitución de Thr3l3 por alanina aumenta la afinidad de unión (Jardetzky et al., 1.990;
Hammer et al., 1.992).
La cadena lateral de la leucina 314 de PtA se acomoda en un bolsillo no muy hondo
(el “7”) a lo largo de la hélice de la cadena [3,pero este aminoácido sólo está parcialmente
incrustado en tal bolsillo. No parece que este bolsillo contribuya de manera protagonista a la
especificidad peptidica de FILA-DRí, pero puede ser importante en otros alelos.
La molécula de leucina 316 se acopla bien en un pequeflo bolsillo hidrofóbico (el
llamado “9”), en el que parece que los residuos hidrofóbicos son mejor aceptados que los de
otra naturaleza.
En general, los cuatro bolsillos minoritarios son más pequeños, menos profundos,
menos hidrofóbicos y más permisivos en las cadenas laterales que acomodan (Hammer et al.,
1.992). Junto con el requerimiento de un gran residuo hidrofóbico en el bolsillo “1”, las
preferencias de unión en estos cuatro bolsillos menores parecen determinar la mayor parte de
la especificidad peptidicade HLA-DRI.
Otras varias cadenas laterales del péptido de HA contactan con HLA-DR1 pero no se
unen a bolsillos, aunque pueden contribuir, no obstante, a la unión por medio de interacciones
con los residuos superficiales de LILA-DRI.
A la molécula de HILA-DRí pueden unirse un gran número de diferentes secuencias
peptídicas con alta afinidad y las interacciones desfavorables en uno o en más bolsillos
pueden compensarse con interacciones favorables en otros lugares del péptido.
En cuanto a los aminoácidos integrantes del PBR, se ha visto que en los loci DQA son
un total de 16 yocupan las posiciones 26, 28, 35, 41, 51, 53, 54, 56, 57, 62, 66, 69, 70, 73, 76
y 77. En los alelos de DQB hay un total de 10 aminoácidos integrantes del PBR, y son los
que se sitúan en las posiciones 28, 30, 37, 38, 57, 61,67,70, 71 y 74. En los lóci de DRB esta
función atañe a los 16 aminoácidos encontrados en las posiciones 9, 11, 13, 28, 30, 37, 38,
57, 61, 67, 70, 71,74, 78, 82 y 86 (Andersson et al., 1.991; Zhu et al., 1.991; Sigurdardóttir et
al., 1.992). El plegamiento de la proteína para rendir una determinada conformación
tridimensional es lo que permite que estos aminoácidos se encuentren fisicamente próximos,
pese a que, en términos secuenciales, pueden estar relativamente separados.
Los codones que codifican los aminoácidos del PBR están sujetos a cambios
mutacionales que pueden ser de naturaleza sinónima o no sinónima. Diversas fuentes
(Hughes y Nei, 1.988; Hughes y Nei, 1.989; FIughes et al., 1.996a) han comprobado que en
esta región hay un predominio de las sustituciones no sinónimas, lo que constituye un hecho
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de gran trascendencia de cara a afrontar el estudio del polimorfismo y de la evolución de los.
genes MHC-DRB, como se verá en otros apartados de este trabajo.
1.3.3.- Interacciones del PBR de los antígenos de clase II con el TCR
El receptor de las células T reconoce, de cara a su unión, elementos moleculares tanto
de I{LA-DR1 como del péptido derivado de HA (Stem et al., 1.994). Algunos residuos del
complejo }{LA-DRl/péptido que pueden interaccionar con el TCR han sido identificados
mediante estudios de mutagénesis. Las sustituciones de los residuos del péptido de HA, cuyas
cadenas laterales no están incrustadas en los bolsillos definidos con anterioridad (Lys3O7,
Val309, Lys3 10, Asn3l2 y Lys3 15), o las de los residuos LILA-DR que forman el punto más
elevado de la estructura (Leu [367,ClIn ¡370 y Arg [371;1.991; Coppin et al., 1.993), alteran el
reconocimiento del complejo por varios clones celulares T. Todos ellos son residuos
expuestos y su sustitución alterarla directamente la superficie del complejo LILA-
DRí/péptido que interactúa con el receptor de las células T.
Las sustituciones de los residuos ocultos también pueden alterar el reconocimiento de
las células T, al haberse visto que la sustitución de los residuos que corresponden a lILA-
DRI [330(Boehncke et al., 1.993) y ¡386 (Ong et al., 1.991; Newton-Nash y Eckels, 1.993) o
de los residuos peptidicos que se asocian con la Tyr3O8 (Busch et al., 1.991) alteran el
reconocimiento de las células T con efectos mínimos en la unión peptídica. La localización
de estos residuos en regiones ocultas de la estructura molecular sugiere que su sustitución
debe tener un efecto indirecto, por alteración de la superficie que contacta directamente con
el TCR. En principio, cualquier alteración en el sitio de unión podría comunicarse al lCR a
través del péptido unido.
Paralelamente a estos estudios, Kuchroo y colaboradores (1.994) determinaron la
identidad de los aminoácidos que, tanto en el TCR, como en la molécula MHC de clase 11
murmna interaccionaban para formar un complejo unido. Los análisis que llevaron a cabo
subrayaron la importancia de los residuos 144 (Trp) y 147 (1-lis) en la molécula de TCR, y de
los residuos 145 (Leu) y 148 (Pro) en la estructura de MHC de clase II (lA5).
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1.3.4.- Comparación de las uniones peptídicas de los PBR de las clases 1 y II
Pese a las semejanzas estructurales que los PBR de las moléculas de clase II guardan
con los de clase 1, parecen haber evolucionado para unir péptidos de manera muy diferente a
como lo hacen estos últimos. Las proteínas de clase II se unen a péptidos de longitud
aparentemente arbitraria, usando residuos conservados distribuidos a lo largo del sitio de
unión, el cual establece puentes de hidrógeno con la cadena principal del péptido unido, en
toda su longitud. La conformación de los péptidos unidos a las moléculas de clase fi parece,
generalmente, estar restringida.
En el extremo N-terminal del sitio de unión de la molécula de clase fi, una corta
cadena extendida permite la formación de puentes de hidrógeno entre los residuos de FILA y
el péptido, y orienta las cadenas laterales de HLA de -tal manera que no interfieren
estéricamente con los extremos 14-terminales del péptido.
¿Por qué se han adaptado de manera tan distinta las estructuras de clase 1 y las de
clase II? Los antígenos de clase II se unen a péptidos que encuentran en los compartimentos
endosómico o lisosómico en los que ocurren procesos proteolíticos, y su capacidad para.
unirse a péptidos largos que se extienden por fuera de los extremos de la valva de unión
permite la posibilidad de que ocurra un desplegamiento parcial y un procesamiento
proteolítico del antígeno mientras éste aún se halla unido a la molécula MIRO de clase II
(Stem et al., 1.994). Por el contrario, las proteínas de clase 1 se unen a péptidos en las
cisternas del retículo endoplásmico y pueden haber evolucionado para unirse a péptidos
cortos a través de una coevolución con la maquinaria proteolitica que genera péptidos en el
citoplasma, o con transportadores que transportan péptidos al retículo endoplásmico.
A pesar de las diferencias en la unión peptidica entre ambos tipos de moléculas de
histocompatibilidad, su afinidad de unión es similar, siendo sus constantes de disociación del
orden de nanomolar. El PBR más largo de las moléculas de clase II supone una superficie de
contacto mayor, ofreciendo la posibilidad de requerir una especificidad menor en cada
contacto.
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1.4.- El sistema lILA: procesamiento antigénico y presentación
De manera general, las moléculas de HIJA de clase 1 presentan péptidos originados en
la proteolisis de proteínas intracelulares (la llamada ruta endógena; Bjorkman et al., 1.987;
Goldberg y Rock, 1.992), mientras que las moléculas LILA de clase II presentan péptidos de
antígenos extracelulares (la ruta exógena; Neefjes et al., 1.990; Cresswell, 1.994; Germain,
1.995) o, en menor medida, de las proteínas endógenas que acceden a los endosomas.
La asociación de los péptidos con las moléculas de MHC ocurre en organelas
intracelulares específicas, y la interacción de los péptidos con los antígenos de las clases 1 y II
tiene lugar en sitios diferentes dentro de la célula (Babbitt et al., 1.985; Alíen y Unanue,
1.987; Cresswell etal., 1.990).
Después de la síntesis en el RER, ambas clases de antígenos, 1 y II, se transportan al
complejo de Golgi: los de clase 1 lo hacen asociados al péptido antigénico; los de clase II
viajan unidos a la llamada cadena invariable (Ii; Roche y Cresswell, 1.990; Liang et al.,
1.996). Es en los golgiosomas donde se secretan los antígenos de clase 1 y II; las moléculas
de clase 1 son transportadas directamente a la membrana celular, y las de clase II llegan al
compartimento lisosómico (Germain yRinker, 1.993; Wolfy Ploegh, 1.995).
El procesado del antígeno incluye su degradación en fragmentos peptídicos. Sólo una
minoría de fragmentos peptídicos de un antigeno proteico es capaz de unirse a una
determinada molécula MHO. Además, las distintas moléculas de MHO se unen a diferentes
series de péptidos (Rudensky et al., 1.991).
Las células son capaces de presentar no sólo los antígenos extraños, sino también
fragmentos peptídicos de sus propias moléculas. Sin embargo, en condiciones normales, el
individuo no reacciona contra estas moléculas propias a causa de los mecanismos que
producen autotolerancia (Deng et al., 1.993).
1.4.1.- Asociación MMC de clase 1/péptidos
Las células T CD8+ reconocen péptidos que habitualmente derivan de antígenos
proteicos procesados dentro de las células y que son posteriormente expresados en la
superficie de las mismas, asociados a las moléculas de clase 1 del MI-lO (Keegan y Paul,
1.992), aunque también se han descrito casos de procesamiento de proteínas exógenas para
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ser reconocidas por este mismo tipo de linfocitos (Kovacsovics-Bankowski y Rock, 1.995;
Norbury et al., 1.995). Ejemplos de proteínas extrañas sintetizadas a nivel endógeno son las
proteínas virales y los antígenos tumorales. Los LIC son los principales efectores de la
defensa inmunitaria contra los virus y pueden ser importantes en la destrucción inmunitaria
de los tumores (Yewdell y Bennink, 1.992). Al contrario de la expresión restringida de las
moléculas de clase [1, casi todas las células expresan moléculas de clase 1 y tienen la
capacidad de mostrar antígenos peptídicos asociados a estas moléculas de MI-IC sobre la
membrana (Bjorkman y Parham, 1.990). Esto asegura que cualquier célula que sintetice
proteínas virales o mutantes puede estar marcada para su reconocimiento y muerte por LIC
CD8+ (Miceli y Parnes, 1.993). La generación de complejos péptido-clase 1 del MHC es una
función normal continua de las células que no discrimina entre proteínas propias y extrañas.
La estructura cristalina formada por el complejo HIJA-péptido ha revelado que un
único producto alélico puede unirse a un amplio panel de péptidos con alta afinidad (Madden,
1.995). El prerrequisito para la entrada de una proteína en la vía de procesamiento que lleva a
la asociación del péptido con la clase 1 del MHO es simplemente la localización en el citosol
(Monaco, 1.992).
Los péptidos que se unen a las moléculas de clase 1 del MHC son generados en el
citoplasma por proteolisis antes de la entrada en la vía exocítica que conduce al complejo
péptido-MIHO hacia la superficie celular (figura 14). El tamaño adecuado de estos péptidos
oscila entre 8-11 aminoácidos (Falk et al,, 1.991; Latron et al., 1.992; Rannnensee, 1.995),
estando sus extremos -NH2 y -COOH terminales fuertemente anclados al borde de la
hendidura (Madden et al., 1.993), diferenciándose en esto de los péptidos que se unirán a las
moléculas de clase II, en los que son los residuos centrales los que interaccionan con la valva
de unión. En la práctica, el único requerimiento estructural imprescindible para que el péptido
se adapte bien a la hendidura es que el aminoácido del extremo carboxi-terminal sea
hidrófobo o tenga carga (Rammensee, 1.995).
Si primeramente las proteínas se rompen en péptidos en el citosol y después entran en
la vía exocítica, donde se localizan las moléculas de clase 1 del MHO, debe haber
mecanismos para la proteolisis y para el movimiento de péptidos a través de las membranas
limitantes de las organelas exocíticas (Goldberg y Rock, 1.992). Ciertas proteínas codificadas
por genes en la región de clase II del MHO (aunque ellas mismas no son, ni estructural, ni
funcionalmente, moléculas de clase 1 ni de clase II) intervienen en la proteolisis de los
antígenos proteicos y la entrada de los péptidos en la vía exocítica. Son las proteínas del
proteasoma y las de los transportadores TAP (Nijenhuis y Hammerling, 1.996; véase 1.2.2.4).
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Es probable que el proteasoma degrade proteínas citosólicas hasta péptidos (Goldberg
y Rock, 1.992; Koopmann el al., 1.997), y que el heterodimero TAP-l/TAP-2 introduzca los
péptidos en la vía exocítica donde puedan asociarse a las moléculas de clase 1 del MHO
(Oresswell, 1.994). El único requerimiento específico para que una proteína entre en el
proteasoma es que posea una cola de ubiquitina covalentemente unida (Ciechanover, 1.994;
Groettrup et al., 1.996).
Los antígenos endógenos (Sant, 1.994) se procesan a péptidos por proteasas
citoplásmicas y estos últimos son traslocados, por los productos TAPí y TAP2, al interior del
retículo endoplásmico rugoso (RER). Ya dentro del RER, se cree que los péptidos se asocian
eficazmente con las moléculas de clase 1 recién sintetizadas. Al parecer, el acoplamiento de la
cadena pesada del MHO y de [32mestá dirigido por los péptidos, ya que los MHO de clase 1
“vacíos”, que carecen de péptidos, son inestables, y la [32my la cadena pesada se disocian
rápidamente a temperaturas fisiológicas. Este ensamblaje también está facilitado por la acción
de proteínas chaperonas (moléculas acompañantes de otras y necesarias para que éstas
adopten una correcta conformación), destacando entre ellas HspáO y Hsp7O, que se
caracterizan por su falta de especificidad por el sustrato y por no catalizar reacciones de
plegamiento específicas; más bien parecen actuar estabilizando la conformación “no nativa’
de las proteínas, impidiendo su agregación (Melnick y Argon, 1.995).
El ensamblaje y expresión en la superficie de moléculas de clase 1 del MHO estables
requiere la presencia de péptidos. Las proteínas viricas u otras sintetizadas en el citoplasma
son procesadas por complejos de proteasomas. Estos péptidos generados en el citoplasma se
transportan, mediante el transportador AMO, al interior del RER donde algunos se asocian
con el recién sintetizado complejo clase J-j32m y se estabilizan (Heemels y Ploegh, 1.995).
Solamente se unen aquellos péptidos que cumplen los requerimientos espaciales para su
acoplamiento en el surco de unión peptidica.
De este modo, la asociación de los antígenos peptídicos con las moléculas de clase 1
del MHO se debe al tráfico de estos antígenos a través de diferentes compartimentos
intracelulares.
No se sabe si los péptidos se transportan al RER en forma de nonapéptidos o como
elementos de mayor tamaño que, en este caso, pueden unirse a las moléculas de clase 1 y
recortarse después de la unión. Sea como fuere, el complejo ternario se transporta a la
superficie de la célula. Las moléculas de clase 1 que carecen de péptido unido se disocian (y
presumiblemente son degradadas) antes de llegar a la superficie celular, o sobre esta misma.
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El tamaño del MHO y la probabilidad de que esta región codifique un cierto número
de genes, hasta el momento no descubiertos, suscita la posibilidad de que se encuentren,
dentro del MHO, otros genes que intervengan en el procesado y en la presentación del
antígeno.
1.4.2.- Asociación MHC de clase u/péptidos
Las células presentadoras de antígenos (APO; Antigen Presenting Celís: linfocitos B,
células dendríticas, células de Langerhans, macrófagos) convierten antígenos proteicos en
péptidos y los presentan en forma de complejos péptido-MHC de una manera que puede ser
reconocida por las células T 0D4+. La transformación de proteínas nativas en fragmentos
peptídicos asociados al MHC por las APO se llama procesamiento del antígeno.
Minutos después de que los antígenos se unan a las APO, entran en las células
(Neefjes y Ploegh, 1.992), habitualmente por fagocitosis o por endocitosis mediada por
receptores en vesículas cubiertas de clatrina. Los antígenos proteicos solubles pueden ser
captados por las APO mediante pinocitosis, sin unirse a la superficie celular, Tales antígenos
internados se localizan en vesículas intracelulares rodeadas de membrana llamadas
endosomas (Wolf y Ploegh, 1.995). La vía endosomal de tráfico de proteínas en la célula es
continua y termina en el lisosoma.
El procesamiento de los antígenos que penetran en una APO desde el medio
extracelular suele dar lugar a fragmentos peptídicos de esas proteínas asociados a moléculas
de clase II del MHO (figura 15). Muchos de los péptídos generados tienen 10-30 aminoácidos
de longitud y son capaces de unirse a las hendiduras de unión al péptido (Stern et al., 1.994;
Rammensee, 1.995). Estos antígenos exógenos comprenden las proteínas sintetizadas por
bacterias extracelulares, hongos y parásitos, y proteínas tomadas por vía oral.
Las cadenas de clase II a y [3residen, en un primer momento, antes de su unión al
antígeno, dentro del retículo endoplásmico rugoso en forma de complejos con un elemento
proteico no polimórfico de 31 Kd, la cadena invariable (Ii; figuras 15 y 16). Esta proteína se
codifica por un gen fuera del MHO, y es un chaperón que no sólo condiciona el plegamiento
de los heterodimeros MHO de clase II sino también su migración dentro de las células y, por
último, su carga peptídica (Roche y Cresswell, 1.990). Esta proteína es inusual en tanto en
cuanto, a diferencia de lo visto en antígenos MHO y en los anticuerpos, es su extremo amino-
terminal el que está orientado hacia el citosol, mientras que la porción carboxi-terminal se si-
38


Manuel Rosal Sánchez lntmduccMn
endocitosis (Teyton et al., 1.990). Este encuentro da lugar al reemplazo de Ii (Momburg et al.,
1.993), el cual se separa de la molécula MHO de clase II por las enzimas proteolíticas y el pH
bajo imperantes en este compartimento; al mismo tiempo, la unión del péptido antigénico a la
hendidura de unión está mediada por la llamada proteína l3iP (Immunoglobulin heavy chain
binding protein; Proteína de unión a la cadena pesada de la inmunoglobulina) y por la
calnexina (Anderson y Oresswell, 1.994), además de por otros chaperones [(ct/13)31i3;Roche
y Oresswell, 1.991; Creswell, 1.994] que ayudan a la estabilización y el correcto en
ensamblaje de complejos proteicos nonaméricos. El complejo c43-péptido pasa 1-3 horas en
este compartimento antes de alcanzar la superficie celular (Germain y Margulies, 1.993;
Margulies, 1.997). Los complejos péptido-molécula de clase II del MHO se transportan
entonces a la superficie de las APO donde se expresan.
En 1.997, Tan y colaboradores evidenciaron que las últimas etapas del tráfico
molecular que controlan la capacidad de la molécula de clase II para acceder a los antígenos
están reguladas por el segmento 80-82 de las cadenas ¡3 de MHO de clase II.
Un cambio conformacional puede acompañar a la unión peptidica. Los perfiles de
estabilidad térmica indican que la unión del péptido incrementa significativamente la
estabilidad térmica de los heterodímeros vacíos, tanto en un medio neutral como suavemente
ácido (Reich et al., 1.997). La forma vacía de las moléculas de clase II es significativamente
más estable que la de las proteínas MHO de clase 1. La marcada estabilidad exhibida por sus
formas vacías, así como su resistencia a los pH bajos, se correlaciona bien con la capacidad
de las moléculas de clase II para atravesar y unir péptidos en las vesículas endosomales
ácidas.
En cuanto a lo tocante a las enzimas proteoliticas endosómicas, tienen, por lo menos,
dos claros papeles en la función MHO de clase II: generación de péptidos antigénicos y
procesamiento de la cadena invariable no polimórfica (Ii).
El fragmento de Ji resultante de la degradación proteolítica es el péptido OLIP (Cias
II-associated Invariant Peptide; Péptido Invariable asociado a Olase II; figura 16), de 24
aminoácidos de longitud (segmento aminoacídico 80-103 de Ii), el cual seguirá ocupando la
hendidura de unión gracias a los aminoácidos M92, A95, P97 y MIOO (Sinigaglia y Hammer,
1.994; Ghosh et al., 1.995; figura 16), hasta que sea eliminado y fisicamente desprendido con
la participación de otra molécula codificada por MHO, DM (Weenink y Gautam, 1.997;
figura 15). La interacción del heterodímero DMA/DMIB con la molécula de clase II, junto a la
acidez del compartimento lisosómico, posibilita la subsiguiente rápida carga de péptidos
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derivados de antígenos de alta afinidad dentro de la hendidura de MHO de clase II (Denzin y
Oresswell, 1.995; Sloan et al., 1.995). Los complejos estables ya cargados con el fragmento
peptídico están listos para salir de los compartimentos endocíticos y presentar sus antígenos
peptidicos a células T colaboradoras especificas en la superficie celular.
Katz y colaboradores estudiaron en 1.996 las consecuencias de la expresión conjunta
de Ii y de HLA-DM sobre la funcionalidad del MHO de clase II. Ii bloquca la unión peptídica
en el retículo endoplasmático y posibilita la localización de MHO en los compartimentos
endociticos. Se piensa que HLA-DM actúa primariamente en los endosomas para promover
la disociación del péptido derivado de Ii (CLIP) del bolsillo de unión del antígeno de clase II
y la subsiguiente carga peptidica (Morris et al., 1.994). En este mismo estudio se evaluó el
papel funcional de Ii y de DM al examinar su impacto sobre la expresión superficial de los
epitopos reconocidos por un amplio panel de células T alorreactivas. Se vio que la mayoria de
los epítopos estudiados estaban influenciados tanto por Ii como por DM. Más sorprendente
aún fue encontrar que la expresión superficial de una fracción significativa de complejos
clase il-péptido resultaba más entorpecida que favorecida por la expresión de genes DM
dentro de las APO. DM podria tener una función más generalizada que la de modificar el
conjunto de péptidos que son presentados por antígenos de clase III. Esta modificación puede
ser positiva o negativa, sugiriendo que DMjuega un papel especificador en la exposición de
péptidos presentados a las células T 0D4+ (Bertolino y Rabourdin-Oombe, 1.996).
Una vez alcanzada la superficie celular, el fragmento antigénico unido a moléculas
MHO de clase II será expu~sto y presentado a las células T 0D4+ (Bjorkman et al., 1.987;
Oresswell, 1.994). Han logrado esclarecerse las reglas básicas que determinan cómo las APO
muestran determinantes antigénicos a las células T coadyuvantes para regular las respuestas
inmunes. El paso inicial en la presentación de un antígeno proteico exógeno es la exhibición
del antígeno procesado y unido a la hendidura de la molécula de MHO de clase II, sobre la
membrana celular de una APO (figura 17). Esta etapa de reconocimiento implica a la
estructura tripartita formada por el TOR, la molécula de MHO y el péptido acoplado dentro
de la hendidura de la molécula de MHC.
Recientes análisis estructurales (Feng et al., 1.996; Magee y Sayegh, 1.997) de los
complejos péptido-MHC de clase II revelan que un péptido antigénico se une a MHO en una
única conformación y que las cadenas laterales que. se anclan en los bolsillos de unión
parecen no llegar a contactar con el TOR, pues quedan embutidos en los bolsillos de la
hendidura de unión.
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paradoja de la selectividad extrema del TOR y su acentuada reactividad cruzada con
diferentes complejos MHO-péptido (Garboczi et al., 1.996).
1.5.- Polimorfismo del sistema MHC
El polimorfismo se define como la ocurrencia regular y simultánea en la misma
población de dos o más alelos en el mismo locus en frecuencias que no pueden ser explicadas
sólo por mutación recurrente. En el reino animal es probable que el sistema MIlO tenga el
más alto grado de polimorfismo. De hecho, un rasgo característico del MIlO es el grado
extremo, de polimorfismo que muestra en sus productos proteicos (Bjorkman y Parham,
1.990), reflejo también de una gran diversidad codificadora: en el conjunto de una población
considerada, cada uno de los loci genéticos presenta un alto número de alelos. Es por esto por
lo que dos individuos no relacionados tienen una probabilidad muy baja de tener idénticos sus
sistemas HLA (o, en general, MHO, en individuos no humanos).
Existen nueve loci diferentes para los genes HLA-DRiB, que comprenden cuatro loci
expresados (ORBí, 3,4 y 5) y cinco pseudogenes (DRiB2, 6, 7, 8 y 9; Bodmer et al., 1.992).
Dentro de una determinada molécula de clase 1 o II, el polimorfismo estructural se
agrupa en determinadas regiones de la molécula. La variabilidad de la secuencia de
aminoácidos en los antígenos de clase 1 se agrupa en tres regiones principales de los dominios
al y a2; el dominio a3 está mucho más conservado. En las moléculas de clase II, la
extensión de la variabilidad depende de la subregión y de la cadena polipeptídica. Así, por
ejemplo, dentro de las moléculas humanas de clase II, la mayor parte del polimorfismo tiene
lugar en las cadenas ~3de DR y de DQ, mientras que estas mismas cadenas, en DP, son
ligeramente menos polimórficas. DQa es polimórfica, mientras que las cadenas DRa son
invariables (no se ha encontrado variabilidad alélica en el locus codificador de DRA) (Kelly
et al., 1.991; Trowsdale et al., 1.991). En las poblaciones exogámicas, donde los individuos
poseen dos haplotipos MHO, pueden producirse moléculas hibridas de clase II, con una
cadena procedente de cada haplotipo, lo que genera una diversidad estructural sobreañadida
en las moléculas expresadas.
Es en el segundo exón de los genes DRB donde se ha localizado la mayor variabilidad
de secuencias encontrada en todo el sistema MHO. Concretamente, en este exón se han
identificado tres regiones hipervariables (RHV; Wu et al., 1.987). La 18 región abarca desde
el nucleótido -4 hasta el 29 (aminoácidos 4 al 14); la 28 región comprende los nucleótidos 63
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al 79 (residuos aminoacidicos 26 al 37); y la 38 región es la que se extiende desde el
nucleótido 186 hasta el 209 (aminoácidos 67-74; Korman et al., 1.985; Belí et al., 1.987;
Bidwell, 1.988).
La mayoría de los aminoácidos polimórficos en los antígenos de clases 1 y II se
agrupan sobre la cima de la molécula, en el gran surco que actúa como sitio de unión al
péptido antigénico (Gyllensten et al., 1.991b; Lundberg y McDevitt, 1.992). De este modo, la
variación se centra casi exclusivamente en la base de dicho surco, o bien sobresaliendo a
ambos lados de la región alfa-helicoidal.
La naturaleza del polimorfismo en los loci MHO difiere de la de otros loci nucleares
por presentar (Andersson y Mikko, 1.995):
a) Un gran número de alelos por locus.
b) Una gran variabilidad entre los alelos, con alelos individuales que difieren en
numerosas posiciones.
c) Una distribución de frecuencias alélicas en las poblaciones con muchos alelos en
frecuencias intermedias, bastante más que la característica distribución de frecuencias
de la mayoría de los loci nucleares.
Este polimorfismo incrementa la capacidad para unirse a péptidos de diferentes
orígenes, facilitando el reconocimiento de muchos patógenos diferentes y un mejor
reconocimiento de ese péptido por medio de las células colaboradoras y una respuesta
inmune potenciada (Buus et al., 1.987). Se asume así que la presencia del polimorfismo
representa un activo que confiere ventaja selectiva (Hughes y Nei, 1.988; Hughes y Nei,
1.989) y que un heterocigoto para dos alelos diferentes en un locus tendrá, por consiguiente,
resistencia a dos tipos diferentes de patógenos y, en consecuencia, tendrá una adaptabilidad
más alta que la de un homocigoto para cada uno de esos alelos. Si este posicionamiento es
acertado, los heterocigotos para muchos loci tendrían una adaptabilidad superior que aquellos
individuos con un número pequeño de loci. Podría esperarse que un sistema genético con
muchos loci polimórficos evolucionaría favorablemente. Sin embargo, en la práctica, el
número de loci polimórficos es relativamente pequeño, y parece haber dos razones para esto:
a) Un mismo producto alélico puede reconocer muchos péptidos extraños diferentes,
con tal de que compartan un cierto motivo estructural, siendo así que un número
relativamente pequeño de antígenos MHO por individuo es suficiente para protegerse
efectivamente frente a vahos patógenos (Sette et al., 1.988; O’Sullivan et al., 1.991).
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b) Si hay demasiados loci polimórficos, la proporción de células T que sería eliminada
para evitar autoinmunidad llegaría a ser tan alta que podría llegar a ser incompatible
con la vida (Bontrop et al., 1.995).
De hecho, se ha visto que determinadas especies exhiben sólo un polimorfismo
limitado de los loci MHO (Darden y Streilein, 1.984; Ellegren et al., 1.996) sin que ello afecte
a su supervivencia a corto plazo.
1.5.1.- Serología
Para que un alelo sea reconocido por las técnicas serológicas es necesario tener la
disponibilidad de sueros poli- o monoclonales que permitan el reconocimiento de dicha
especificidad en diferentes laboratorios. Las nuevas especificidades son revisadas
oficialmente cada cuatro años en los llamados Talleres Internacionales de
Histocompatibilidad. En el último de éstos (Francia, 1.996) han sido reconocidos
oficialmente 27 variantes serológicas de HLA-A, 59 de HLA-B, 10 de HLA-Ow, 26 de ElLA-
Dw, 6 de HILA-DP, 9 en HiLA-DQ y 24 para ElLA-DR.
Las técnicas de microlinfocitotoxicidad son usadas para tipificar los tres genes de
clase 1 clásicos, así como HILA-DQ y -DR, mientras que HLA-Dw se tipifica en cultivos
mixtos de linfocitos frente a un panel de células homocigotas. Por último, HILA-DP es
tipificado en respuesta a cultivos secundarios.
Aunque en el brazo corto del cromosoma 6 humano se han mapeado 9 loci DRB, un
cromosoma (haplotipo) individual contiene solamente entre uno y cinco loci (Bóhme et al.,
1.985) y se clasifica dentro de uno de los cinco grupos haplotípicos principales DR, que han
sido identificados tomando como base la especificidad serológica expresada por el locus
polimórfico DRB1 y por la presencia de un conjunto característico (Svensson et al., 1.996) de
genes DRB (figura 18). Estos cinco grupos haplotípicos principales de DR son:
a) El grupo DRí, que expresa las especificidades serológicas DRí, 10 y 103.
b) El grupo DR5L, que expresa las especificidades serológicas DRíS y 16.
c) El grupo DR52, que expresa las especificidades DR3, 11, 12, 13, 14, 1403 y 1404.
d) El grupo DR53, que expresa las especificidades serológicas DR4, 7 y 9.
e) El grupo DR8, que expresa la especificidad DRS.
La región DR también contiene un único gen DRA monomórfico.
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En la subregión FILA-DR se han observado al menos 21 variantes del locus
mayoritario HLA-DRB1, cuya numeración va desde 1 hasta 18, siendo algunas de ellas una
subdivisión que se ha encontrado en fechas más recientes de otras anteriormente definidas
(como DRI 1 y DR12, que son subtipos de DR5, y DRíSjunto con DR16, que lo son de DR2;
por eso es que DR5 y DR2 no son verdaderos alelos, sino conjuntos de alelos diferentes).
1.5.2.- Análisis de restricción y dosis génica.
Oon el advenimiento de la tecnología de Southern Blot (Southern, 1.975), empezaron
a ser estudiados los denominados polimorfismos de “presencia/ausencia” de lugares de
restricción (fragmentos específicos de secuencias nucleotidicas que son reconocidos por
endonucleasas de restricción), sobre todo en los antígenos de clase II (Bidwell y Jarrold,
1.986; Bidwell et al., 1.987), lo que permitió la separación de lo que en serología eran
identificados como alelos únicos y, por tanto, la definición de nuevos alelos. Si en un ADN
concreto está presente el lugar de reconocimiento para una determinada restrictasa, ésta lo
cortará, y al proceder al revelado con una sonda para el gen en estudio se observará un patrón
de fragmentos diferente que si no estuviese el lugar específico para el reconocimiento de esa
endonucleasa de restricción.
El conocimiento progresivo del sistema FILA ha demostrado que el número de bandas
obtenido para un determinado haplotipo coincide siempre con el número de genes DR
existente en cada cromosoma (Bontrop et al., 1.989). Así, en las células DR8 sólo se obtiene
una banda, dos bandas en las células DRí y DRiO, tres bandas en las células DR2, DR3, DR5
y DR6, y cuatro en las células DR4, DR7 y DR9.
La posibilidad de que en un mismo cromosoma se encuentren más de un gen diferente
de DRB ha hecho conveniente la necesidad de manejar el concepto de dosis génica. El
sistema HLA (y muy especialmente la región FILA-DR) tiene un polimorfismo de dosis
génica basado en la existencia de un diferente número de genes (tanto expresados como no)
en un cromosoma, según los individuos considerados.
Así, los cromosomas donde su locus DRB1 codifica para los antígenos DR3, DR5 o
DR6 tienen una estructura muy similar, con dos genes DRB activos (DRB 1 y DRB3,
codificador este último de la proteína DR52; Smith et al., 1.996) y el pseudogén DRB2
(Rollini et al., 1.985; figura 18), el cual carece completamente de exón 2 (Andersson et al.,
1.987). A este grupo de cromosomas se le denomina genéricamente, “grupo del DRS2” (véase
1.5.1). Aún no está clara la presencia del gen DRB9 en este haplotipo.
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Análogamente, los cromosomas cuyo gen DRiB1 codifica para las proteínas DR4,
DR7 o DR9, poseen una estructura genética muy similar con cinco genes DRE diferentes:
dos de ellos activos (DRB1 y DRB4, codificador este último de la proteína DR53; véase
1.5.1) y tres pseudogenes (DRiB7 y DRB8 y DRB9; Bodmer et al., 1.992; figura 18). El
pseudogén DRB7 no tiene ninguna deleción, pero presenta varias mutaciones puntuales
inactivadoras por generación de codones prematuros de paro (Larhaniinar et al., 1.985;
Andersson et al., 1.994), mientras que DRB8 carece, aparentemente, tanto del exón 1 como
del exón 2 (Rollini et al., 1.987; Vincek et al., 1.992).
Los cromosomas cuyo gen DRB1 codifica para proteínas DR2 tienen una estructura
similar a los del grupo del DR52 (figura 18), con dos genes activos (DRB1 y DRB5, que
codifica para la proteína denominada DR51; véase 1.5.1) y un pseudogén DRB6 (Kawai et
al., 1.989), el cual carece de exón 1 (Corelí et al., 1.991; Figueroa et al., 1.991; Klein et al.,
1.991; Andersson et al., 1.991).
Por otra parte, los cromosomas cuyo gen DRB1 codifica para proteínas DR1 o DRiO
parecen tener sólo un gen activojunto al pseudogén DRBÓ.
Finalmente, los cromosomas cuyo gen DRB 1 codifica para proteínas DR8 tienen la
estructura genética más sencilla, con un único gen (DRBL). Este dato se correlaciona una vez
más con la obtención de una sola banda de restricción en los estudios de RFLP. No obstante,
se sabe por serología que las células de tipaje DR8 presentan reacción cruzada con los sueros
del grupo del DR52. Esta aparente contradicción queda explicada porque estos cromosomas
proceden del grupo DRS2, habiendo sufrido una deleción que incluye el extremo 3’ del
primer locus (DRB 1), el segundo locus completo (DRB2) y el extremo 5’ del tercer locus
(DR.B3; Gorski et al., 1.989), de modo que su único locus es un híbrido DRBL-DRB3, lo que
explica sus reacciones serológicas cruzadas con el grupo del DR52. La presencia en el MHO
de gorila de este supuesto haplotipo ancestral corrobora esta hipótesis (Klein et al., 1.991).
Por último, el pseudogén DRB9 (Bodmer et al., 1.992), del que no se tiene seguridad
de que esté presente en todos los haplotipos y que está constituido únicamente por un exón 2
de DRB (Meunier et al., 1.986; Haas et al., 1.987) se localiza centroméricamente a DRA y
teloméricamente a los demás gepes DRB de cada haplotipo. Es posible que la constancia
génica de DRB9, a lo largo de los últimos 4 millones de años, sea debida al monomortismo y
conservación evolutiva del adyacente locus DRA (Góngora et al., 1.996; Góngora et al.,
1.997).
El haplotipo DR8 es especial puesto que contiene un único gen DRB. Este gen se
generó probablemente por una contracción génica ocurrida en un haplotipo primigenio
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semejante a DRS2, puesto que el gen DRB de DR8 es similar a DRB1 en el extremo 5’ y
similar a un gen DRB3 en el extremo 3’ (Andersson et al., 1.988; Jonsson et al., 1.989; Gorski
et al., 1.989; Smith et al., 1.996). La presencia en el MHO de gorila de este supuesto
haplotipo ancestral corrobora esta hipótesis (KIein et al, 1.991).
Los distintos genes DRIB expresados (DRB1, 3, 4 y 5) muestran un alto grado de
similitud dentro de los grupos haplotipicos. Estos análisis filogenéticos son coherentes con
que diferentes grupos haplotípicos DR son evolutivamente antiguos (Klein et al., 1.991).
Todas los pseudogenes vistos hasta ahora tienen unas secuencias nucleotídicas
altamente divergentes que no han sido sometidas a ninguna presión selectiva y, por
consiguiente, han acumulado una sustancial heterogeneidad después de su inactivación.
1.5.3.- Secuenciación de ADN
Con el desarrollo de la tecnología de Reacción en Oadena de la Polimerasa (POR;
Polymerase Chain Reaction; Saiki et aL, 1.985), el estudio de los genes MHO se ha
revolucionado en el sentido de que es procedñnentalmente sencillo obtener un elevado
número de copias de un gen que se quiera analizar y, con posterioridad, emplear estas copias
en técnicas de tipaje con oligosondas o en secuenciación de ADN, lo cual ha posibilitado que
en los últimos años se hayan secuenciado muchos alelos MHC. Más concretamente, en la
subregión HLA-DR se han obtenido hasta la fecha más de 60 secuencias diferentes para los
distintos loci HLA-DRiB (Bodmer et al., 1.994) y 13 nuevas secuencias Mhc-E (Alvarez et
al., 1.997).
Un refinamiento de esta técnica fue desarrollado por Knapp y colaboradores en 1.997,
usando una combinación de POR, Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante
(DOGE, Denaturating Gradient Gel Electrophoresis) y secuenciación directa, lo cual supuso
una manera simple y relativamente rápida de identificar alelos DRB para el tipaje tisular,
determinando identificación individual y estudios de asociación y susceptibilidad a
enfermedades. Esta nueva técnica también podría contribuir a mejorar los estudios de función
y evolución del MHO en muchas especies diferentes.
1.5.4.- Alelismo, motivos y linajes
El polimorfismo del sistema MHO no sólo se caracteriza por la presencia de varios
loci génicos en un mismo haplotipo (típico de la organi~ación génica de la subregión DR),
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sino también porque muchos de esos genes pueden presentar, a nivel poblacional, un gran
número de alelos diferentes (Ayala y Escalante, 1.996). Este polimorfismo alélico se
caracteriza por múltiples reemplazamientos nucleotidicos entre los alelos.
Este polimorfismo no está distribuido uniformemente por todo el MHO. Así, en el
locus HiLA-A se han encontrado 25 diferentes alelos; 32 en HLA-B; 11 en HLA-Ow; sólo 4
alelos han sido hallados ene) poco polimórfico locus HILA-DPA1; en cambio, se han hallado
19 en DPB1; el locus DQA1 exhibe hasta 8 alelos diferentes, mientras que el gen HLA-
DQB1 tiene 13. Entre los diferentes loci que conforman la subregión DR (Bodmer et al.,
1.992) se ha visto que DRiB1 puede presentarse hasta en más de 60 formas alélicas diferentes
(véase 1.5.3). En esta misma subregión, HLA-DRB3, -DRB4 y -DRB5 tienen,
respectivamente, 4, 2 y 4 variantes alélicas.
Dentro de un mismo locus, las distintas secuencias alélicas encontradas en él pueden
agruparse, según su homología, en linajes (Klein et al., 1.990; McDevitt, 1.995). El
agrupamiento en linajes se hace en función de que los alelos considerados compartan ciertas
secuencias características, llamadas motivos.
Un motivo MI-lO puede definirse como una secuencia nucleotídica o aminoacidica de
corta longitud, característica de un linaje alélico o de los productos proteicos de tal linaje, los
alomorfos. A su vez, un linaje alélico es un grupo de alelos que son más similares entre si de
lo que son respecto a los miembros de otros grupos. Un linaje alélico abarca habitualmente
secuencias génicas de especies diferentes pero relacionadas, en las que todos los gCnes así
agrupados derivarían de un gen ancestral común que no sería igual al gen ancestral de otro
linaje (Klein et al., 1.993a). Aunque los motivos son evidentes tanto en los alineamientos
nucleotídicos como en los aminoacídicos, lo habitual es usar casi exclusivamente los motivos
aminoacídicos, y ello por dos razones, La primera de ellas es que en el nivel proteico los
motivos son más fáciles de identificar puesto que sus secuencias son más cortas y no están
sujetas a las ambigoedades derivadas de la degeneración del código nucleotídico. La segunda
razón es que si, como se asume generalmente, los motivostienen una función, es obvio que la
secuencia proteica estará más asociada con tal función que la secuencia génica.
Los motivos MITO varían en longitud desde un único aminoácido hasta más de una
docena. En algunos motivos, los residuos aminoacídicos compartidos por diferentes linajes
alternan con residuos específicos de linaje, mientras que en otros, los residuos específicos de
linaje son contiguos (Klein y O’hUigin, 1.994; Klein y O’hUigin, 1.995).
En los genes de clase II el exón 2 es la región donde se da la mayor parte de los
motivos. Los motivos son menos abundantes y menos conspicuos en el resto de] gen. Esto es
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aparentemente así porque, en el segundo exón, ciertas regiones cortas varían más que otras y
su variabilidad está condicionada por la presión de la selección positiva (Hughes y Nei,
1.989). Por consiguiente, estas regiones acumulan sustituciones no sinónimas características
en una densidad mayor que la encontrada en el resto del gen (véase 1.5.6).
En el caso concreto de las cadenas ¡3 de DR, la mayor parte de los motivos se localiza
entre las posiciones 9-14, 27-39, 56-58, 65-78 y 84-88. Los dos primeros tramos se localizan
en la lámina beta, mientras que los otros tres son parte de la hélice alfa. El extremo NH2-
terminal de la molécula, así como los giros que conectan los segmentos de lámina beta son
relativamente constantes, así como la totalidad de la cadena a. La variabilidad en la molécula
DR depende enteramente del dominio 131. La concentración de motivos en las regiones
implicadas en el sitio de unión al péptido implica que son importantes para la función de la
molécula DR. (Klein et al., 1.993b).
No hay motivos compartidos entre los productos proteicos de DR, DQ y DP, lo que
puede significar que estas proteínas sirven a funciones diferentes, quizás debido a una
diferente especialización sobre diferentes grupos de parásitos (Klein y O’hUigin, 1.995).
1.5.5.- Orígenes y fuerzas selectivas del polimorfismo de MiHC
El elevado polimorfismo encontrado en los loci funcionales del sistema MHO lo sitúa
totalmente aparte de otros genes conocidos. Se podría pensar que existen unas fUerzas de
selección natural específicas que actuan sobre el MHO. Por supuesto, los loci del MI-lO
sufren también selección negativa (eliminación de alelos mutantes, a- o hipofuncionales)
como sucede en los demás genes (Klein, 1.987; Bamden et al., 1.997). ¿Se produce en este
sistema algún tipo de selección positiva que dé ventajas a los individuos heterocigotos para
los diferentes loci? Hay bastantes controversias sobre este punto, con evidencias en contra de
esta supuesta selección positiva (Trowsdale et al., 1.989) y estudios estadísticos que se
inclinan a favor (Hughes y Nei, 1.988).
Históricamente se han propuesto cuatro hipótesis para intentar explicar la génesis y el
mantenimiento del polimorfismo del MHO:
a) Una tasa de mutación inusualmente alta (Bailey y Kohn, 1.965; Li et al., 1.996).
b) Recombinación: microrrecombinación, recombinación no recíproca, conversión
génica o intercambio genético interloci o intraloci (Widera y Flavelí, 1.984; Mengle-
Gaw y McDevitt, 1.985; Yeager y Hughes, 1.999).
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c) Selección sobredominante (Doherty y Zinkemagel, 1.975; Klein y Figueroa, 1.986).
d) Selección dependiente de la frecuencia (Snell, 1.968; Bodmeret al., 1.971).
Si la generación del polimorfismo del MHO fuera un proceso relativamente rápido,
debido por ejemplo a una considerable tasa de mutación [punto (a)] y porque todas esas
mutaciones fuesen seleccionadas positivamente, cabría entonces esperar que la mayor parte
de la variación en MHO debería ser posterior al origen de las especies y durante algún tiempo
se creyó que esta teoría reflejaba la realidad; pero se ha visto que los genes MHO evolucionan
a una velocidad relativamente lenta, con la regularidad de un reloj: se necesitan entre 1 y 6
millones de affos para que una nueva mutación se incorpore en un alelo MHO, y la tasa de
mutación en estos genes es comparable a la vista en otros genes de primates, además de que
no todas las mutaciones son seleccionadas favorablemente. Así mismo, las diferencias
mutacionales entre genes MHO humanos y murmnos no son particularmente altas comparadas
con las de otros genes (Hughes y Nei, 1.988), y no pueden explicar el alto grado de
polimorfismo (70-90% de heterocigosis) y la larga persistencia de alelos polimórficos en la
población (por lo menos 3-10 millones de aflos; Figueroa et al., 1.988; Lawlor et al., 1.988).
De esta manera, la hipótesis de una tasa de mutación inusualmente alta en los loci MHO
puede ser descartada, sin perjuicio de que en este sistema génico, como en cualquier otro, la
mutación contribuye a un aumento de la variabilidad.
Algunos investigadores han postulado que la generación de polimorfismo dentro de
estos genes es debida principalmente a fenómenos de “conversión génica” [punto (b)],
llamados también recombinaciones no homólogas o intercambios genéticos inter- o intraloci
(Weiss et al., 1.983; Gorski y Mach, 1.986; Wu et al., 1.990; Andersson y Mikko, 1.995;
Erlich et al., 1.996). Hay varias lineas de trabajo que se inclinan por la ocurrencia de
recombinación intragénica y sugieren que el segmento que codifica la región alfa-helicoidal
de las cadenas polimórficas ¡3 de clase II es particularmente proclive a la recombinación. En
primer lugar, este segmento génico tienen una composición de bases muy rica en GO, con
muchos dinucleótidos OpG que pueden promover los intercambios recombinatorios (Jaulin et
al., 1.985; Dieckmann y Gandy, 1.987). En segundo lugar, en la región génica limítrofe entre
la secuencia codificadora de la lámina beta y la de la hélice alfa se ha descrito un corto
segmento que muestra homología con la secuencia de recombinación x de Escher¡chia colí
(Gyllensten et al., 1.991a). Otros trabajos (Ellegren el al., 1.996) también postulan la
existencia de la recombinación intergénica como impulsora de un polimorfismo limitado en
el sistema MITO de mamíferos.
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Pero estas hipótesis también parece tener algunos problemas (Klein y Figueroa,
1.986); en particular, no pueden explicar las diferencias entre d, y d,, (véase 1.5.6) en
diferentes regiones de los genes MHC; y además, en el caso de los genes de clase II es dificil
comprender por qué se concentra el polimorfismo en el PBR si la conversión génica es la
principal causa del polimorfismo de MHO. Además, los procesos recombinatorios, si son
mecanismos generalizados y si se dan entre loci distintos, producirían un conjunto de
secuencias con motivos entremezclados que diticilmente podría explicar cómo, en la gran
mayoría de los casos, al construir un árbol filogenético, los distintos alelos quedan
perfectamente arracimados en función de sus loci o linajes (Klein y O’hUigin, 1.995).
No obstante, el hecho de que se hayan encontrado cienos linajes, como HLA-
DRBJ *08, en el que su segundo exón procede del linaje DRBJ *03, mientras que el exón 6 es
del gen DRB3 (Andersson et al., 1.988), hacen pensar en que no pueden descartarse sucesos
recombinatorios entre exones diferentes de distintos loci o linajes (Klein y O’hUigin, 1.995;
Brunsberg et al., 1.996> aunque, a la vista de esos mismos trabajos, se tratada de un
mecanismo de escasa frecuencia en el proceso generador de diversidad del sistema MHO.
El patrón de sustituciones nucleotídicas en estos genes es bastante diferente del
encontrado en la mayoría de otros genes, tanto eucariotas como procariotas, en los que la
mayoría de las sustituciones son sinónimas, ocurriendo a menudo en la tercera posición
nucleotidica de los codones (Nei y Gojoborí, 1.986). En los genes MHO de clase 1, la tasa de
sustituciones no sinónimas es más alta que la de sustituciones sinónimas en los 19 codones
que codifican los aminoácidos integrantes del ARS, pero esta relación se invierte en las otras
regiones del gen (Hughes y Nei, 1.988; Hughes et al., 1.996b). Puesto que se sabe que la
selección sobredominante [punto (c)] incrementa la tasa de sustituciones aminoacídicas, así
como la heterocigosidad y, por consiguiente, la extensión del polimorfismo (Nei et al.,
1.983), se ha concluido que el polimorfismo de clase 1 está principalmente causado por
selección sobredominante operativa en el ABS
Hughes y Nei (1.988, 1.989) se aproximaron a la cuestión de la selección en los loci
MI-lO cuando compararon las tasas de sustituciones nucleotídicas sinónimas y no sinónimas.
Ellos usaron el método de Nei y Gojoborí (1.986) para estimar el número de sustituciones
nucleotídicas sinónimas por sitio sinónimo (da) y el número de sustitudiones nucleotídicas no
sinónimas por sitio no sinónimo (da; Li et al., 1.996) en diferentes regiones de los genes
MHO. Razonaron que si el polimorfismo de MHO se mantiene por selección sobredominante,
la cual a su vez se relaciona con la presentación peptídica y, por ende, con la resistencia
frente a patógenos, tal selección actuaría en el sentido de favorecer las diferencias
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aminoacídicas en el MIS y. por consiguiente, d~ excedería a ct en los codones que codifican
el ARS. Este patrón es el inverso del que se ha visto en la mayoría de los genes funcionales,
en los cuales d, excede a d~. Esto ocurre así porque la mayoría de los cambios de aminoácidos
alteran la estructura proteica y son perjudiciales para los organismos y así, la mayoría de las
sustituciones no sinónimas se eliminan por selección natural conservadora o “purificadora’t.
Tal como predijeron, Hughes y Nei (1.988) observaron valores de d,,
significativamente más altos que los de cl~ en los ARS de clase 1. En contraste, encontraron
que d~ excedía generalmente a d~ en el resto de la estructura de clase 1. Así, el gen de clase 1
está sujeto a selección sobredominante o a alguna otra forma similar de selección
favorecedora de la diversidad en el MIS, mientras que la porción restante de la molécula está
sometida a selección purificadora. Resultados similares se han encontrado en los genes de
clase II (Hughes y Nei, 1.989): d~ excede a d
5 en las posiciones codificadoras del sitio de
unión, mientras que la situación inversa se presenta en el dominio 132. Los resultados hallados
en clase II son consistentes con los previamente obtenidos para loci MHO de clase 1 (Hughes
y Nei, 1.988) y sugieren poderosamente que la tasa de sustitución aminoacídica en el ABS se
incrementa por selección darw,niana positiva.
Resumiendo, en los loci polimórficos de las cadenas ¡3, tanto en MHO de clase 1 como
de clase II, d~ se ve aumentado en el ARS, mientras que en todas las comparaciones llevadas
a cabo en los genes de clase II, d,, es mucho más pequeño que d, en el dominio ¡32, sugiriendo
una fuerte selección depuradora en esta región (Hughes y Nei, 1.988).
Este patrón, en cambio, no se observa en DPA1 ni en DQA1. En DPAI no hay
ninguna diferencia significativa entre cl, y d» en el ARS. Los valores de d, para la porción no-
MIS de los dominios 10 y 20 son más bajos en las comparaciones entre alelos DPAI que para
la mayoría de comparaciones entre los alelos de otros loci analizados de clase II en humanos.
Así, los alelos DPA1 parecen haber divergido entre ellos más recientemente que los alelos de
otros locí. Estos resultados sugieren que el polimorfismo DPAI está probablemente originado
por una selección neutral.
El caso de DQAI es algo diferente. En este locus, d, y d,, no difieren
significativamente en el MIS. Sin embargo, tal como se ha medido por los valores de d~ entre
alelos, los alelos DQA1 son bastante divergentes unos de otros, sugiriendo que el
polimorfismo en este locus se ha mantenido durante un largo tiempo.
Alternativamente, una explicación extendida para el polimorfismo MHO es la
selección dependiente de la frecuencia [punto(d)]. Varios autores (Snell, 1.968; Bodmer et
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al., 1.971) propusieron la hipótesis de que un individuo portador de un nuevo alelo mutante
tiene ventaja selectiva puesto que los patógenos no habrán tenido tiempo para desarrollar la
capacidad de infectar las células hospedadoras portadoras de un nuevo antigeno
histocompatible mutante. El número de individuos con tales alelos se verá incrementado en la
población debido al fenómeno de selección positiva. Se ha publicado (Satta et al., 1.994) un
moderado coeficiente de selección positiva en alelos MHO. La extensión de esta selección
positiva puede ser dificil de probar puesto que los patógenos pueden variar de tiempo en
tiempo y en distintas localizaciones geográficas. Este modelo genera una tasa de sustituciones
no sinónimas más alta que de sustituciones sinónimas, pero no puede explicar ni el alto grado
de polimorfismo ni la inusualmente larga persistencia temporal de alelos polimórficos
(Hughes y Nei, 1.988).
Sean cuales sean las causas principales de la génesis del polimorfismo en los genes
MHO, deberá admitirse que éste representa una galería de vencedores: los distintos alelos
MHO aparecen asociados con resistencia o protección frente a enfermedades infecciosas
(Hill, 1.991).
1.5.6.- Mantenimiento del polimorfismo de MHC
Se ha sugerido un cierto número de mecanismos responsables del mantenimiento del
polimorfismo en MHO, incluyendo selección de la viabilidad, interacciones materno-fetales y
emparejamiento no aleatorio (Hedrick, 1.994). Entre los modelos de selección de viabilidad,
los más considerados han sido el vigor hibrido (sobredominancia) y la selección dependiente
de la frecuencia. Pese a que se ha visto un exceso de heterocigotos de los loci MHO, incluso
en poblaciones pequeñas (Markow et al., 1.993), coherente con un mantenimiento selectivo
del polimorfismo, los datos disponibles no permiten distinguir los dos tipos de modelos de
viabilidad (Hedricki, 1.994).
La evidencia de la selección positiva, de manera particularen los codones de la región
de unión al péptido (PBR), se ha obtenido por análisis del patrón de sustituciones
nucleotídicas entre alelos. En la mayor parte de los loci nucleares expresados, predominan los
cambios nucleotidicos sinónimos entre alelos, debido quizás a una selección conservadora (Li
et al., 1.996). Sin embargo, en los codones del PBR de los loci de clase 1 y clase II, hay un
exceso de sustituciones no sinónimas, lo que concuerda con la selección positiva de la
variabilidad (Ilughes y Nei, 1.988, 1.989).
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Los linajes MHO de clase II representan estructuras estables que se han mantenido a
lo largo del tiempo. Esto indica que, al menos en algunos linajes MHO, el mantenimiento del
polimorfismo ha sido favorecido por selección conservadora. La existencia del polimorfismo
de MHO tal cual, ha sido explicada por selección balanceada (ventaja de los heterocigotos),
puesto que el análisis de los cocientes d~/d~ demuestra que los codones para los residuos de
contacto en el PBR son más divergentes que los codones que codifican para el resto de la
estructura de la molécula de MHO (Hughes y Nei, 1.989; Hughes et al., l.996b).
Se puede pensar que los linajes que protegen al huésped frente a una enfermedad
infecciosa pueden haberse conservado en una configuración más o menos similar a lo largo
del tiempo. Las variaciones aminoacídicas vistas en tales linajes pueden ser de naturaleza
neutral. Por otra parte, los alelos que no tienen una función protectora claramente definida y
están liberados de constricciones selectivas para su mantenimiento, pueden ser capaces de
acumular variación. Algunos de estos alelos pueden adquirir mutaciones desfavorables
(conferidoras de susceptibilidad) y posiblemente desaparecerán del repertorio genético
debido a selección negativa. Por el contrario, los alelos con mutaciones favorables, capaces
de hacer frente a una infección particular pueden quedar sujetos a selección dependiente de la
frecuencia (Bodmer el al., 1.971).
Se sabe que muchos parásitos cambian su dotación antigénica para eludir el
reconocimiento inmune. A este respecto, el MHO y los parásitos están implicados en una
batalla continua. De acuerdo con este concepto, el MHO puede emplear dos estrategias
principales para combatir los desafios patogénicos. En primer lugar, los linajes con una
función exitosa son bien preservados como se ejemplifica por algunos de los linajes /vlhc-
DRBJ que, durante millones de años, se han encargado de desarrollar una respuesta inmune
frente a antígenos bacterianos (Geluk et al., 1.993). En segundo lugar, el MHO engloba a loci
que codifican productos génicos que parecen evolucionar mucho más rápido, tales como
Mlzc-B, -DPBI y algunos linajes -DRB y que producen una continua “emisión” de nuevos
alelos (Gyllensten el al., 1.996). Los alelos que pueden proteger al huésped de un nuevo tipo
de infección parasitaria son subsiguientemente enriquecidos a partir del gran repertorio
genético presente en la población. Para apoyar este razonamiento se ha observado que la
especificidad HLA-B53 protege a algunas comunidades africanas de la malaria severa (Hill et
al., 1.991; Hill el al., 1.992). No obstante, debe tenerse en cuenta que las provocaciones
antigénicas varían según el lugar y el momento, y que las migraciones pueden importar
nuevos alelos.
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Por otra parte, los bajos niveles de polimorfismo MHO descritos en algunas especies
de mamíferos, tales como el alce (Alces alces; Ellegren et al., 1.996) parecen mantenerse en
virtud de una baja presión selectiva, consecuencia de un estilo solitario de vida que puede
reducir la transmisión lateral de patógenos en la población.
1.5.7.- Restricciones a la diversidad del polimorfismo de MHC
La expansión y contracción del MHO es probablemente un proceso dinámico y
continuo que nunca alcanzará un status quo. Este fenómeno influye sobre el repertorio de los
TOR (o viceversa). Oada individuo en la población tiene, en conjunto, el mismo potencial
para generar un enorme número de diferentes TOR (Bergstróm y Gyllensten, 1.995). Las
células T portadoras de receptores de alta afinidad, específicos para moléculas MHO cargadas
con autopéptidos son delecionadas en el timo (selección negativa), pero esta eliminación
comporta el grave riesgo de provocar un agujero funcional (Zinkernagel et al., 1.996) debido
a la eliminación de un número demasiado elevado de receptores. En teoría, esto supondría
que los individuos que poseen demasiadas copias de genes MHO funcionales pueden volverse
susceptibles a infecciones parasitarias puesto que sus compartimentos celulares T serían
ineficientes.
Visto desde esta perspectiva, es evidente que a lo largo de la evolución los sistemas
MHO y TOR deben haber ejercido un gran impacto el uno en el otro. En sus inicios, ambos
sistemas deben haber tenido un bajo número de copias. El potencial genético para generar un
gran repertorio de regiones variables de TOR, así como para la mayoría de los múltiples
linajes de MITO, puede haberse generado en el mismo período evolutivo. Bontrop y
coloaboradores (1.995) sostienen que la expansión de los genes del MHO y del lCR es
anterior a la especiación de los primates contemporáneos.
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2.- EVOLUCION DEL MMC
2.1.- EvoluciÓn del MHC de invertebrados a vertebrados
Muy poco es lo que se sabe sobre la evolución molecular y funcional de las moléculas
MI-lO y similares a MHO en animales invertebrados, y acerca del tiempo y del orden relativo
o de los aspectos estructurales y funcionales de tales sucesos, como la formación de la
molécula primordial de MHO a partir de un dominio extracelular, inmunoglobulínico o no, la
divergencia de las moléculas de clase 1 y clase II a partir de su supuesto ancestro común y
otros fenómenos relacionados.
En ciertas especies de invertebrados marinos se han encontrado genes del tipo de
MHO (Reinisch y Litman, 1.989). El papel de estos posibles precursores puede haberse
relacionado con formas primitivas de reconocimiento de lo propio y de lo ajeno,
independientemente de la presentación de antígenos extraños y de la interacción con sistemas
receptores como Igs y TOR. Por esta función, es de esperar que se tratase también de
proteínas de membrana con un número variable de dominios (Andersson et al., 1.987).
La función inmunitaria de la presentación antigénica ha sido adquirida sólo en
vertebrados (Humphreys y Reinherz, 1.994). Se ha estimado que el MHO surgió de la familia
de las Inmunoglobulinas, a la cual pertenece por su estrecha homología de secuencias, hace
unos 3 x 108 años, puesto que el MHO que poseen los elasmobranquios y los anfibios
actuales es similar en su estructura y función al encontrado en los mamíferos (du Pasquier et
al., 1.989; Flajnik, 1.996).
2.1.1.- Evolución funcional de las moléculas similares a MHC
Ha habido mucha especulación acerca de la evolución funcional de las moléculas
similares a MHO, basada principalmente en la concepción original del MHO en vertebrados
superiores: la de un locus genético múltiple, altamente polimórfico, implicado en el rechazo
de injertos tisulares (Burnet, 1.971; Hildemann et al., 1.979; du Pasquier, 1.989). El rechazo
de injertos se ha demostrado en todas las especies vertebradas examinadas hasta la fecha,
aunque el alcance y cinética de este rechazo así como otros correlatos in vivo e in vitro de
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alorreconocimientos por parte de los linfocitos T, difieren entre especies de vertebrados
(Orone et al., 1.985; Klein, 1.987). En ciertas especies de invertebrados se han descrito
fenómenos de alorreconocimiento con algunas similitudes con los de vertebrados (McOumber
y Olem, 1.977; Hildemann et al., 1.979; Smith y Hildemann, 1.984; Du Pasquier, 1.989;
Klein, 1.987). Estos fenómenos están particularmente bien documentados en invertebrados
marinos coloniales, desde metazoos tan primitivos como las esponjas (Po4fera) hasta los
tunicados (Urochordata), tenidos estos últimos como los representantes más cercanos a los
ancestros de los vertebrados. En el tunicado Botryllus (cuya genética está relativamente bien
establecida), un locus único, altamente polimórfico, determina el rechazo o la aceptación de
injertos (Pancer et al., 1.996).
También se ha sugerido, sin mayor evidencia, que la función primaria de los sistemas
polimórficos de alorreconocimiento en invertebrados, así como los de vertebrados, es la de
reconocer patógenos (Ramachandra et al., 1.999).
Algunos rasgos asociados a la presencia de las moléculas de MHO, tales como las
interacciones célula-célula, la unión peptídica o el transporte intracelular, pueden haber sido
más importantes que el polimorfismo para la función de las moléculas ancestrales de MHO
(Kauflnan et al., 1.984; 1.990).
2.1.2.- Evolución estructural de las moléculas similares a MHC.
Esencialmente no se sabe nada acerca de la evolución estructural de las moléculas
similares a MHO.
El primer modelo propuesto (Doolittle, 1.985) es el de una molécula primordial con
un dominio N-terminal no inmunoglobulínico y un dominio O-terminal como los de las Ig. La
posibilidad más simple es la de que el dominio no inmunoglobulínico surgió como un
miembro de una superfamilia génica no relacionado con la superfamilia génica de las Ig, y
que los dos dominios llegaron a ser parte de una misma molécula por “barajamiento” exónico,
tal como se piensa que ocurrió para la mayoríade estas proteínas.
El segundo modelo concierne al origen de las regiones y de los genes TcR/Ig (Davis
y Bjorkman, 1.988). Se ha propuesto que originalmente hubo una interacción célula-célula
entre el vértice superior de una molécula no polimórfica, semejante a MHO, y las bandas
semejantes a CDR de una región invariable, similar a y, de una molécula ancestral a 0D8, o
TcR, o Ig. El gen para este ancestro 0D8¡TcR/lg se duplicó y divergió para dar lugar a un gen
conducente a 0D8 y otro gen conducente hasta TcR/Ig. El gen TcR/Ig fue invadido por un
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transposón para crear la región V, de escisión, del TcR ancestral, que posteriormente daría
lugar a los genes para anticuerpos
El modelo concerniente al origen de las moléculas de clase 1 y II sostuvo,
iicialmente, que la ¡32m y las moléculas de clase 1 aparecieron primero (Ounningham y
Berggard, 1.974), pero a partir de una base estructural, implicando parsimonia y simetría,
parece que la molécula primordial semejante a MHO fue un homodímero semejante a la
cadena ¡3 de clase II, cuyo gen se duplicó y divergió para dar lugar al conocido heterodimero
actual de clase U. Posteriormente, hubo un barajeo exónico, que situó el exón al de clase II
enfrente del gen (3 de clase II para crear el gen primordial de la cadena a de clase 1, dejando
el dominio a2 de clase II y los otros exones 3’ dispuestos para convertirse en el gen
primordial de (32m.
Además de las características estructurales, existen otras razones biológicas para
pensar que las moléculas de clase III evolucionaron antes que las de clase 1:
a) El procesamiento antigénico llevado a cabo por las moléculas de clase 1 es más
complejo que el que se ha descrito en las de clase II (Hughes y Nei, 1.993).
b) Las larvas de anfibios sólo expresan moléculas de clase JI antes de entrar en
metamorfosis, mientras que durante ésta y durante la vida adulta expresan ambos
conjuntos de moléculas (Flajnik el al., 1.991). Puesto que la ontogenia recapitula la
filogenia es dable pensar que las moléculas de clase U preceden, evolutivamente, a las
de clase 1.
Los tres modelos esbozados aquí parecen razonables a la luz de los actuales
conocimientos, pero aún no hay manera de saber si son reales y, si es así, cuándo ocurrieron.
En invertebrados se han descrito genes semejantes a los de Ig, implicados en la adhesión
celular (Seeger et al., 1.988; Harrelson y Goodman, 1.988), pero aún no se sabe si los
invertebrados usan un sistema reconocedor similar a MHO/TcR o si éste es un desarrollo de
los vertebrados más primitivos.
2.2.- MiHC de clase II en primates
2.2.1.- Presencia de genes MIBIC de clase II en primates no humanos
A finales de los ochenta, se disponía de escasa información acerca del grado de
diversidad de los genes de clase U del MHO en primates no humanos. El tipaje serológico
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sólo había sido practicado en los productos génicos del mono rhesus y de algunas especies de
macacos estrechamente emparentadas (Heise et al., 1.987). Por medio de la técnica de RFLP
se vio que los Monos del Viejo Mundo poseían solamente un conjunto de genes IvIhc-DQA/-
DQB, mientras que los homínidos (humanos y grandes simios) y los Monos del Nuevo
Mundo compartían un conjunto duplicado de genes Mhc-DQA/-DQB (Bontrop et al., 1.993;
Bontrop et al., 1.999). Además, la conservación de los sitios de restricción indicaba que las
diferentes especies de primates pueden compartir genes de clase II sumamente similares.
También se probó, en línea con los análisis de segregación, que el número de genes
DRB presentes en un haplotipo variaba en los chimpancés (Bontrop et al., 1.993) y en el
mono rhesus (Slieren&egt y Bontrop, 1.994; Slierendregt et al., 1.994), tal como ya se había
visto en humanos (Bohme et al., 1.985; Bodmer et al., 1.992; Bergstróm et al., 1.999). Estas
investigaciones también mostraron que algunas regiones DR de primates no humanos son
probablemente más grandes que sus equivalentes en humanos, en función de la cantidad de
genes que contienen (Erlich et al., 1.996). El número máximo de genes Mhc-DRB por
haplotipo oscila entre 4-5 en humanos, 5 en chimpancés y hasta 6 en gorilas y macaco rhesus.
22 1.1.- Mhc-DQ
Hasta ahora se han documentado, en primates no humanos, más de cuarenta
secuencias Mhc-DQA (Kasahara et al., 1.993) y 90 -DQB (Bontrop, 1.994). Los linajes Mhc-
DQA1*O1, ~DQA1*O5y ~DQBJ*O6,que son compartidos por humanos, monos antropoides y
primates inferiores, son anteriores a la especiación de los primates y, al menos, tienen una
antigUedad de 35 millones de años (enter el al., 1.992; Oting et al., 1.992; Gyllensten y
Erlich, 1.993). Estos datos apoyan el concepto de la herencia trans-especies (véase 2.2.4) del
polimorfismo de MHO (Klein, 1.987). En la mayoría de las especies investigadas de
primates, tanto los genes Mhc-DQAI como los -DQBI exhiben un amplio polimorfismo, con
la excepción del tamarino de cabeza algodonosa (Sagiánus oed¡pus; Gyllensten et al., 1.994).
2.2.1.2- Mhc-DR
Se ha obtenido un gran número de secuencias Mhc-DRB en varias especies de
primates no humanos, tales como el chimpancé (Fan et al., 1.989; Kenter et al., 1.992; Mayer
et al., 1.992; Bontrop et al., 1.993), gorila (Kupfermann et al., 1.992), orangután (Schónbach
et al., 1.993), macaco rhesus (Slierendregt et al., 1.994; Slierendregt y Bontrop, 1.994) y
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varios primates del Nuevo Mundo (MNM; Trtková et al., 1.993; Gyllensten et al., 1.994). La
mayor parte de estas secuencias ha sido compilada (O’hUigin et al. 1.993), deduciéndose que
los linajes Mhc-DRBJ *03, -DRBJ *04 y -DRBJ *10 así como los loci Mhc-DRB3 y -DRBS ya
estaban presentes en la población de una especie ancestral de primates que vivió hace 55
millones de años (Bergstróm et al., 1.998). De hecho, algunos de estos linajes pueden incluso
ser más antiguos puesto que se han encontrado equivalentes de los mismos en prosimios
(Figueroa et al., 1.994). Algunos miembros de los linajes de Mhc-DRB que son funcionales
en Catarrhini [homíidos y Monos del Viejo Mundo (MYM)] son, por el contrario,
pseudogenes en P¡atyrrh¡ni (Monos del Nuevo Mundo; Trtková et al., 1.993). El que tanto los
MVM como los MNM usen diferentes loci codificadores de productos con funciones
relacionadas en la activación de una respuesta inmune también ha sido documentado en la
región de clase 1 del MHO (Watkins et al., 1.990a, b).
22 1.3.- Mhc-Dl’
La mayor parte de la variación observada en el locus Mhc-DPBJ de primates puede
explicarse por la concatenación de mutaciones puntuales y mecanismos similares a la
recombinación (Oullen et al., 1.997). En contraste, la comparación de los alelos HLA-DPAJ
con sus equivalentes de primates no humanos mostró que algunos linajes Mhc-DPAI tienen,
al menos, 35 millones de atlas de antiguedad (Otting y Bontrop, 1.995). Otra peculiaridad es
que, aunque se ha identificado un considerable número de alelos Mhc-DPBJ de primates, el
grado de libertad para alojar diferentes aminoácidos en los sitios de contacto del PBR es
menor que el que se ha visto en moléculas Mhc-DQBJ y -DRB (Slierendregt et al., 1.993).
2.2.2.- Evolución de los genes DRB
Todos los genes HLA-DRB conocidos surgieron por duplicación a partir de un gen
ancestral común (Kasahara et al., 1.997), pero probablemente no todos al mismo tiempo. La
duplicación inicial debió haber ocurrido antes de la divergencia de los prosimios (incluidos
los tarseros) con los primates antropoides, un hecho datado hace 65 millones de años. Esta
conclusión se apoya en dos observaciones, además de las similitudes de secuencia y de las
distancias genéticas relativas entre los genes. En primer lugar, todos los genes HLA-DRB [a
excepción de J-JLA-DRB9, puesto que su secuencia consiste en un único exón ypoco es lo que
se sabe acerca de su origen, aunque se ha sugerido que está relacionado con el gen DRiB3
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(Svensson et al., 1.996)] comparten A/uSO, que es un miembro de la familia J de las
secuencias A/u (Mnuková-Fajdelová et al., 1.994); esta familia se diseminó en el genoma de
los primates hace más de 65 millones de años. En segundo lugar, tanto los prosimios como
los primates catamnos poseen el locus DRB6 (Figueroa et al., 1.994; este gen no ha sido
encontrado, hasta hora, en los Monos del Nuevo Mundo, y es posible que se haya perdido
durante la evolución de este grupo de primates). Aunque hasta la fecha sólo se disponen de
secuencias del segundo exón del gen DRB6 en prosimios, son tan profundas las similitudes
que estas secuencias exhiben frente a las ortólogas de los catarrinos, que es improbable que
hayan surgido por simple convergencia.
Los genes DR.B2 y DRB4 están estrechamente relacionados con DRB6, lo que se ve
no sólo por la gran similitud de secuencias, sino también por compartir elementos retrovirales
que están ausentes en todos los demás genes DRB conocidos de primates (Satta et al., 1.996b;
Svensson y Andersson, 1.997). Las distancias genéticas estimadas indican que los tres genes
surgieron en rápida sucesión; el gen DRiB2 fue, posiblemente, el primero en divergir, seguido
por la divergencia posterior de los genes DRB6 y DRB4 (Kasabara et al., l.992b; Sana et al.,
1.996a; Kasaihara, 1.999). Por tanto, si DRB6 surgió antes de la separación de prosimios y
antropoides, lo mismo es aplicable al caso de DRB4. Sin embargo, ni el gen DRB2 ni el
DRB4 se han encontrado en prosimios. El gen DRB2 sólo es conocido en antropoides y en
humanos y el gen DRB4 en humanos, antropoides y MVM. DRB2 puede haber desaparecido
en prosimios y en Monos del Viejo Mundo porque, en antropoides y en humanos, por lo
menos, carece de exón 2. Es posible que el pequeño tamaño de la muestra estudiada de
prosimios haya imposibilitado el hallazgo del ortólogo a DRB4 en estos animales.
La duplicación que dio lugar a los restantes genes HLA-DRB ocurrió después de esta
ronda inicial de duplicación y esta conclusión se basa (Klein y O’hUigin, 1.995) en la
observación de que todos los genes DRB1, DRBS, DRB7 y DRB8 comparten dos elementos
A/u, A/u53 y A¡u54, los cuales están ausentes en posiciones homólogas de los otros genes
DRB de primates (Satta et al., 1.994; Kasahara, 1.997). Estos dos elementos pertenecen a la
familia Sc, la cual comenzó a diseminarse dentro del genoma de los primates hace 45
millones de años, lapso de tiempo éste que es también, aproximadamente (42 millones de
años), el de la divergencia de estos cuatro genes, estimado por medio de las distancias
génicas entre intrones (Satta et al., 1.994; Kasahara, 1.998). Esta segunda ronda de
duplicaciones, iniciada hace 45 millones de años y posiblemente iniciada después de la
separación de los platirrinos y de los catarrinos (hace 55 millones de años; Martin, 1.993)
produjo los genes DRBS, DRB7 y DRB8 y el gen proto-DRB1, que tendría las características
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del linaje alélico DRBJ *04. La presencia en humanos, en antropoides y en MVM, del gen
DRB5 y del linaje DRBI *Q4 concuerda con esta hipótesis (O’hUigin et al., 1.993). Los genes
DRB7 y DRiB8 sólo se han encontrado en humanos y en antropoides, aunque esto también
podría ser debido a que el trabajo de búsqueda hecho en MVM podría estar sesgado hacia la
detección de genes DRB1; alternativamente, la posible no funcionalidad de los genes DRB7 y
DRBS en los Monos del Viejo Mundo podría haber llevado a su pérdida.
También se estima que hace unos 30 millones de años se produjo una tercera ronda de
duplicación que daría lugar al gen DRB3 a partir de un gen DRB1 que divergió (Sana et a].,
1.996b) dentro de los linajes DRBI*03 y DRBI*02. Los linajes DRBI*02 y DRBI*03 y el
gen DR133 tienen en común el compartir un inserto retroviral que está ausente en otros genes
DRB (Sana et al., 1.994; Svensson et al., 1.995). La presencia de los genes DRBI y DRB3 en
humanos, antropoides y MVM (O’hUigin et al., 1.993; O’hUigín, 1.995) concuerda con esta
interpretación. En cuanto al linaje DRBI *10, su procedencia es incierta, pero los datos de las
distancias genéticas sugieren que puede estar relacionado con el grupo ya descrito de genes.
El análisis de los genes DRB en platirrinos (MNM) arrojó interpretaciones diferentes
en función de qué parte del gen era analizada. Los análisis genéticos convencionales de las
secuencias del segundo exón han sugerido la presencia de los genes DRB3 y DRBS y del
linaje DRBI *03 en este grupo (Trtková et al., 1.993; Gyllensten et al., 1.994; Bidwell et al.,
1.994). Además de esto, los MINM poseen 10 nuevos linajes (DRB1 1, DRB*w12~*wJ9 y
DRB*w22) que, en apariencia, no están presentes en otros primates y que pueden representar
loci diferentes, o linajes alélicos de un mismo locus o una combinación de ambas
posibilidades (Trtkova et al., 1.993; Oyllensten et al., 1.994). Por otra parte, el análisis de las
secuencias del intrón 2, exón 3 y región 3’UT no consiguió revelar una relación ortóloga entre
los genes DRB de los MNM y los de los primates catarrinos (Trtková et al., 1.993, 1.995).
Por lo tanto, todas las secuencias DRiB de los MNM parecen haber derivado de un gen
ancestral común distinto del gen ancestral para las secuencias DRB de catarrinos.
Una situación similar parece darse en prosimios. También aquí las secuencias del
segundo exón indican la presencia de ortólogos de DRBJ *03, DRBJ *04 DRB3 y DRBS
(Figueroa et al., 1.994). Además de los linajes DRB*wl y DRB*w3, semejantes a los
previamente encontrados en MVM, y el linaje DRB*w12 ya descrito en MNM, los prosimios
poseen al menos dos linajes, DRB*w20 y DRB*w21 que no se han encontrado en otros
primates (Figueroa et al., 1.994). Sin embargo, a la vista de nuevos datos obtenidos en MNM
(Trtková et al., 1.993, 1.995) se cuestiona la ortología de los genes DRB de prosimios con los
de otros grupos de primates (con la excepción de DRiB6, cuya existencia en los prosimios está
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fuera de dudas). De cualquier manera, hay evidencias de la expansión de nuevos genes DRB
de prosimios que carecen de ortólogos en otros grupos de primates.
2.2.3.- Linajes alélicos en genes IPRB
En el locus DRB1 se han identificado cinco linajes alélicos principales (Klein y
O’huigin, 1.995; tabla 1; véase 1.5.4). Los linajes principales están separados por grandes
distancias genéticas y su divergencia precede a la divergencia de los antropoides y de los
Monos del Viejo Mundo, un suceso fechado actualmente en 35 millones de años (Martin,
1.993). Los linajes menores están separados por distancias más pequeñas y su divergencia es
posterior a la divergencia de los antropoides con los Monos del Viejo Mundo. Los cinco
linajes alélicos principales son DAR) *10 DAR) *02 (que incluye a DRBJ *15 y DRBJ *16 y
también puede incluir a DRB1 *01), DAR) *03 (que incluye a DRBJ *11, *12 *J3 *J4, *17 y
*18, y también al exón 2 de DRBI *08), DAR) *04 (que incluye a parte de DRBJ *09) y
DAR) *07
Cuando una secuencia DRB humana es descubierta y descrita será asignada a aquel de
los genes y linajes con el que comparta el mayor grado de homología secuencial (Klein et al.,
1.990).
Tabla 1.- Linajes alélicos reconocidos en los diferentes genes Mhc-DAR
GEN LINAJES
DRiB1 10,02,03,04,07
DRB3 01,02,04,05,06,07
DRB4 01,02
DRB5 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07
DRB6 01,02,03,04
DRB7 01
DRB11 01
DRB*W 1,2,3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19,20,21
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De manera análoga, cuando en primates se descubre y caracteriza una secuencia
nucleotídica de DRB, asignar su filiación a un gen concreto de este sistema genético (darle
nomenclatura oficial de alelo) se basa en ver cuál de las secuencias HLA-DRB tomadas como
referencia tiene mayor homología con esta nueva secuencia de primate. No obstante, en un
gran número de ocasiones, las nuevas secuencias de primate no tienen elevada homologia con
ninguna de las secuencias conocidas de HLA-DRB (no se ha hallado gen ortólogo), por lo
que, mientras se elucida si tales secuencias corresponden a loci aún por caracterizar en los
cromosomas de primates y no parangonables a los humanos, el Comité de Nomenclatura las
incluye, de manera provisoria, en una gran familia alélica llamada DRB*W (Klein et al.,
1.990). A su vez, dentro de esta familia se han establecido linajes (hasta 20; tabla 1) en
función de las homologias y desemejanzas que muestran entre sí las secuencias que en ella se
han incluido. La razón de que se reconozca al gen DRBI 1 como tal y no como DRB*wII, se
debe a que este gen ya fue identificado y nombrado así en Monos del Nuevo Mundo
(Grahovac et al., 1.992; Trtková et al., 1.993).
El número de linajes no prototípicos aumenta casi a medida que aumenta el estudio en
la secuenciación de Mhc-DRB de especies de primates cada vez más alejadas, filogenética y
evolutivamente, de 1-lomo sap¡ens. Así, en 1.993, cuando OhUigin y colaboradores
publicaron su compilación de secuencias de alelos A-úthc-DRB en primates no humanos, el
número total de linajes ascendía a 18, desde DRB*wI hasta DRB*wlO, y desde DRB*w12
hasta DRB*w19, abarcando alelos de catarrinos, platirrinos y monos antropoides. Al gen
DRiBl 1, encontrado en platirrinos, se le da nomenclatura de locus prototípico. En sus estudios
sobre alelos DRB de prosimios, Figueroa y colaboradores, en 1.994, llegaron a establecer los
linajes DRB*w20 en la especie Loris tardígradus y el DRB*w21 en Petterusfulvus.
Se ha estimado la antigUedad de estos linajes (Slierendregt yBontrop, 1.994) en virtud
de su presencia tanto en antropoides como en monos del Viejo Mundo, y por presentar
marcadores específicos de linaje tales como las secuencias A/u e insertos retrovirales
(Mnuková-Fajdelová et al., 1.994; tabla 2).
2.2.4.- Modo transespecifico dc evolución de los genes Mise-DAR
Históricamente se han postulado dos hipótesis para dar cuenta del modo cómo
evolucionan los genes DRB del sistema MHO: evolución intraespecífica y evolución
transespecífica (Kasahara et al., 1.990; Kasahara el al., 1.992a).
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La primera de ellas, originalmente propuesta para los genes MHO de clase 1 del ratón
(Brégégére, 1.983; Weiss et al., 1.983; Pease, 1.985) asume que determinados mecanismos,
tales como una alta tasa de mutación y la conversión génica, que conduce al intercambio de
segmentos de longitud variable de ADN, de un gen a otro, juegan un papel destacado en la
generación del polimorfismo MHO. Según este punto de vista, el alto grado de diversidad
alélica es el resultado, fundamentalmente, de una diversificación acelerada inducida por la
alta mutación y por el intercambio de secuencias, y desarrollada dentro de los genomas de
especies ya diferenciadas y separadas. Como apoyo de tal teoría se ha descrito un cierto
número de sucesos de conversión génica (Gorski y Mach, 1.986).
La segunda hipótesis, propuesta por Klein y sus colaboradores (Klein, 1.977; Klein y
Figueroa, 1.986; Klein, 1.987; Brándle et al., 1.992) asume que la evolución de los alelos
MHO comienza antes de la aparición de una nueva especie. Para ello, un grupo de alelos
principales es transferido a través de la filogenia, desde una especie ancestral hasta otra
derivada de ella, acumulando posteriormente mutaciones. Puesto que tal modelo de evolución
transespecífico capacita a los alelos MHO individuales para acumular mutaciones más allá
del tiempo de existencia de una especie, también deberían estos alelos ser capaces de divergir
significativamente entre ellos sin la necesidad de que se den altas tasas mutacionales o
mecanismos genéticos especiales (tales como la conversión génica) que podrían acelerar la
diversificación de los alelos. O sea, algunos alelos del sistema Mhc-DRB en las especies
estudiadas serían más antiguos de lo que lo son las propias especies.
Actualmente se acepta la teoría de la evolución transespecífica para los genes Mhc-
DRB, y ello, entre otros motivos, porque explica mejor las observaciones hechas en el sentido
de que los alelos pertenecientes a especies separadas guardan más semejanzas entre sí que
con otros alelos diferentes de sus mismas especies.
La prueba formal para la evolución transespecífica del polimorfismo MHO fue
primeramente documentada en roedores (Figueroa et al., 1.988) y algo después en el MMC de
clase 1 de primates (Lawlor et al., 1.988; Mayer et al., 1.988>. Si los polimorfismos de clase II
del MHC son de origen transespecifico cabe esperar que las secuencias particulares obtenidas
de diferentes especies deberán estar más relacionadas entre ellas de lo que lo están cuando se
las compara con otros alelos de sus mismas especies de procedencia. Es por ello que los
alelos transespecíficos se agrupan en racimos estrechamente juntos cuando se hace un árbol
filogenético (véanse 2.3.1, 2.3.2 y 2.3.3 de Resultados), y un agrupamiento (racimo) así, de
secuencias altamente relacionadas que se enraízan en una estructura ancestral compartida es
referido como un linaje (véanse 1.5.4 y 2.2.3).
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Por el contrario, si los genes DRB hubiesen evolucionado según un modelo
intraespecifico, o específico de especie, no habría ninguna explicación para que se
encontrasen secuencias génicas muy similares en alelos de especies evolutivamente distantes,
al tiempo que los árboles filogenéticos mostrarían una topologia caracterizada por el
agrupamiento de secuencias en base a sus especies de procedencia, pero no por sus
genes/linajes (Paz-Artal et al., 1.994).
(laur y Nepom (1.996) y Chur y colaboradores (1.997) hallaron una conservación muy
marcada de motivos secuenciales en la región HVRIII (codones 60-79); algunos de estos
motivos fueron hallados en especies de prosimios, que divergieron de la especie humana hace
más de 85 millones de años. Sin embargo, estos motivos HVRIII fijados aparecen como un
mido de fondo de diversos linajes, sugiriendo que es el motivo, más que el alelo en si mismo,
el que es transespecífico en origen.
2.3.- El orden Priman,
Desde el punto de vista de la Taxonomía, los primates constituyen un orden, por lo
que se les sitúa al mismo nivel en el que se hallan los carnívoros, los roedores, los cetáceos,
etc. El orden Primata (clase Mammalia, phylum chordata, reino Animaba) comprende una
gama de animales que habitan en Asia, Africa y América, y a todos los humanos, actuales y
fósiles.
2.3.1.- Clasificación
El orden Prímata se divide en prosimios o primates inferiores y en simios o primates
superiores. Los prosimios son menos parecidos al hombre y muestran menos tendencias
evolutivas avanzadas en comparación con los simios; tienen hocicos más largos, olfato más
desarrollado y cerebro más pequeño. Los simios tienen el hocico más pequeño, un agudo
sentido de la visión y un cerebro de gran tamaño.
Atendiendo a criterios morfológicos, los primates se clasifican actualmente como se
plasma en la tabla 3.
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212.- Relaciones evolutivas
La relación
esquematiza en las
evolutiva de las especies más representativas de estos grupos animales se
figuras 19y20
ANTROPOIDEOS
PlATIRRINOS
PRIMATES—*TARSIOTDEOS
LtMUUIFODMES
STREPSIRRINOS
cnconTEcomEw
CATAItEINOS
HOMINOIDWU
—
LORISIFORI4IES
Figura 19.• Relaciones evoluflvas actuaimente establecidas enfre los disdntos grupos de especies de primates
(basado en los datos aportados por Goodman y colaboradores, 1.994).
2.3.3.- Relojes moleculares en la evolución de los primates
Los experimentos hechos con relojes moleculares han situado el momento de la
divergencia entre catarrinos y platirrinos en 38 millones de años. El reloj del pseudogén de la
~-globina (Hasegawa et al., 1.987) arrojó fechas de 25,3+2,4, 11,9±1,7,5,9±1,2y 4,9±1,2
millones de años para la separación, respectivamente, de los monos rhesus, orangutanes,
gorilas y chimpancés a partir del linaje que conduce a los humanos, con un intervalo de
confianza del 95%. No obstante, estos datos numéricos pueden ser revisados hacia fechas
más recientes al haberse sugerido que la tasa evolutiva de este pseudogén decreció en la línea
de los antropoides.
Arnason y colaboradores (1.996) sugirieron que la divergencia entre los hominidos
fue establecida mucho antes de lo que, anteriormente, se había concluido basándose en los
datos del registro fósil. Según estos autores, la divergencia primaria de los homínidos, con-
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1.- Obtener secuencias nucleotídicas de Mhc-DRB en la
especie Cercopithecus aetkiops (mono verde africano).
2.- Asignar las secuencias obtenidas a locí o linajes Mhc-DRB
mediante la construcción de dendrogramas.
3.- Analizar las relaciones evolutivas entre las secuencias de
mono verde y las de otros primates (prosimios, monos del
Viejo y del Nuevo Mundo y póngidos).
4.- Comprobar si los datos obtenidos apoyan el modelo de
evolución transespecífica del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC).
5.- Estudiar si los productos proteicos de los alelos obtenidos
cumplen los requisitos para funcionar como moléculas
presentadoras de antígenos, mediante el análisis de residuos
aminoacídicos específicos deducidos y el cálculo de
sustituciones sinónimas y no sinónimas en el sitio de unión al
antígeno y fuera de él.
6.- Estudiar los posibles mecanismos de generación de alelos
DRB en el mono verde.
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1.- ESPECIE, INDIVIDUOS Y LINEAS CELULARES
EMPLEADAS
1.1.- ELECCION DE LA ESPECIE: MOTIVOS
Tres son los motivos que nos han impulsado a elegir al mono verde africano como objeto de estudio del
presente trabajo de investigación.
En primer lugar, este trabajo tiene el interés de que, con carácter novedoso, se ha hecho una caracterización,
a nivel funcional y evolutivo, de los genesMhc-DRB en una especie cuyos genesde clase II no habían sido estudiados
hasta la fecha. Cercopithecus aeth¡ops es una especie de la familia de los cercopitécidos, de la que surepresentante
más prototípicoes el macaco rhesus (Macaca mu/alta), animal en el que sí se ha hecho un profuso estudio de sus
alelos Mhc-DRB. En tal sentido, el presente trabajo sobre Cercopuhecus aethiops contribuye a incrementar el
conocimiento del acervo genético de esta familia de Monos del Viejo Mundo (Cercopuhecidae) y, por ende, de los
primates en general.
En segundo lugar, la pertenencia a la fhmilia de los macacos también fue un motivo de consideración, debido
al gran protagonismo que ha adquirido esta familia como modelo clínico en diversos estudios patológicos y
terapéuticos. En particular, en la especie Macaca mulatia (macaco rhesus) se han hecho estudios de trasplantes y
aceptación/rechazo de órganos, secuenciación de genes MHC de las clases 1 y II, asociaciones haplotípicas de los
mismos, estudios del polimorfismo asociado a esas secuencias génicas y análisis evolutivos y filogenéticos. El mono
verde africano es hospedador natural del virus~ SIV (Simian Immunodeflciency J’ims; Virus de la Inmunodeficiencia
de los Simios) que, en estos animales lleva a cabo un curso patológico similar al del VIH en humanos (Famsgaard
et al., 1.995; Norley, 1.996). Estos estudios suponen una incursión en el estudio de las relaciones entre el colTeceptor
CD4de los linfocitos Th del mono verde ahicano y el SIV y su posible extrapolación a la relación existente entre ese
mismo correceptor, en linfocitos humanos, y el VIIi (Fomsgaard et al., 1.997), así como un intento por elucidar
posibles mecanismos de resistencia natural a través de la actividad citotóxica CDS+ (Murayama et al., 1.997).
En tercer lugar, la secuenciación del genoma del mono verde puede arrojar nueva luz sobre el devenir
evolutivo del polimorfismo del sistema MHC.
Los individuos cuyo material genético ha sido analizado en el presente trabajo no guardan entre ellos
vínculos ~miliares, por lo que se puede considerar a la muestra estudiada como representante de su población o
especie de origen.
1.2.- INIDIVIDIJOS Y CULTIVOS CELUlARES
Ha sido estudiado un tota) de 15 individuos, identificados con la natación genérica “Ve-n’, siendo u un
número desde el 1 hasta el 16. La amplificación de los genesMhc-DRB en el individuo Ve-9 fue negativa, por lo que,
en lo sucesivo, no será tenido en cuenta en los resultados y discusión presentados en este trabajo.
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El material genético de los 15 individuos fUe extraído a partir de líneas celulares de los mismos por medio
de cultivos de células renales embrionarias (BIOWHITTAKER; Walkersville, MD, USA). Las células renales
embrionarias poseen la capacidad de crecer en cultivo primario durante un número limitado de generaciones. Su
forma de crecimiento es en monocapa, extendida ésta a lo largo de la superficie inferior del recipiente que las
contiene.
Estos cultivos se recibieron en el laboratorio en recipientes de plástico con un medio de cultivo constituido
por MEM (Minimum Essential Medium; Medio Minimo Esencial; LAHORTECHNTK; Aiemania) suplementado con
suero de ternera fetal (FCS; Fetal CalfSerum; LABORTECHNIK) inactivado por calor (5&C durante 45 minutos),
a una concentración final de 2% VN.
Estos recipientes se incuban en una estufa a la temperatura constante de 3?C, concentración atmosférica
de 5% de CO2 y humedad saturante.
EJ subsiguiente crecimiento celular se controla diariamente mediante microscopia de contraste de fase hasta
que, una vez que se ha formado íntegramente la monocapa, hay que proceder a duplicar los cultivos con la finalidad
de obtener más masa celular, superando así las inhibiciones de crecimiento y multiplicación celular que llegan a
producirse por el contacto entre Jas eMulas de Ja nionocapa, una vez que ésta ha alcanzado su máxima extension.
El proceso de duplicación requlereque el medio de cultivo sea retirado (por decantación), procediendo
seguidamente a la adición de 20 ml de solución de Tripsina+EDTA (BIOWHITTAKER) e inmediata agitación a la
temperatura de 37aC.
Al quedar despegadas, las células en suspensiónse reparten en tres recipientes de cultivo, aportandoa éstos
el medio de cultivo necesario [RPMI-1640 (OIBCO; Painsley, Reino Unido) -4- FCS inactivado por caloral 200/o VN
+ glutamina 2 mM (BIOWHITTAKER) -4-cóctel antibiótico al 1% Y/y].
Una vez duplicados o triplicados los medios de cultivo, se reincuban bajo las mismas condiciones de
temperatura, [CO2]y humedad que posibilitaron, inicialmente, la expansión de la monocapa celular.
Cuando los cultivos crecen suficientemente (al menos 2 x i0
7 células por cada recipiente) se puede proceder
al tratamiento necesario para la lisis de las células y extracción de su ARN.
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2.- EXTRACCION DE ARN Y CONVERSION EN ADNc
2.1.- EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL
Se siguió el protocolo de Sambrook y colaboradores (1.989), que abarca las siguientes etapas:
Obtención del botón celular (un mínimo de 2 x 1 ~7 células) mediante centrifugación del microtubo que
contiene la suspensión.
2.- Resuspensión en 250 it1 de tampón de lisis filo [CINa0,14 M (MERCK; Darnistadt, Alemania); CI2Mg
1,5 M (íd); Tris 10 mM, pH 8,6 (SIGMA; St. Louis, MO, USA); Nonidet P-40, 0,5% (íd.)] y 5 p.d de inhibidor de
ribonucleasas (RNasin, 50 U/p.tl; PROMEGA; Madison, WI, USA).
3.- Incubación en hielo (1 mm).
4.- Centrifugación (2 mm, 14.000 rpm, 4
0C). A su término se obtiene un botón de núcleos celulares que
puede ser aprovechado para la extracción de ADN genómico. El ARN permanece en el sobrenadante y se seguirá
procesando.
5.- Adición al sobrenadante de 250 ¡tI de tampón PK 2X [Tris 0,2 1v!, pH 7,5 (SIGMA); EDTA 25 niM
(CARLO ERBA REAGENTI; Milán, Italia); CINa 0,3 M (MERCK); SDS 2% (SIGMA)], complementado con 20
jil de proteinasa K (10 mg/mi en Tris 20 mM, pH 7,5; I3OEHRINGER MANNHEIM; Mannheim, Alemania) e
incubación a 37~C (30 mm).
6.- Adición de un volumen (500 ¡tI) de fenol/cloroformo (APPLIED BIOSYSTEMS; Foster City, CA, USA)
o de fenol/agua/cloroformo (íd.)y agitación vigorosa Incubación a 40C durante 5’.
7.- Centrifugación a 14.000 rpm durante 5 minutos. Las dos fases del apanado anterior quedarán
estratificadas.
8.- Descartar la fase inferior (apolar) y pipetear la fase superior a un nuevo tubo, donde se continuará
procesando mediante repetición, dos veces más, de las etapas 6-8.
9.- Añadir un volumen de 50 gIdeacetato sódico 3M, pH 5,5 (APPLIED BIOSYSTEMS) y 1 ml de etanol
absoluto (PANREAC). Se agita bien y se incuba 30 minutos a -8O~C o una hora a -202C.
10.- Centrifugar a 14.000 rpm durante 20’ y a 4O(J~ El ARN aparecerá en forma de un pequeño botón en
el fondo del tubo de centrifugación.
11.- Aspirar el sobrenadante y lavar el botón con etanol (PANREAC) filo (-200C) al 70% VN y volver a
centrifugar. Se eliminarán las posibles sales residuales del proceso de purificación.
12.- Reaspirar el sobrenadante y continuar procesando el botón de ARN mediante repetición, una vez más,
del paso 11.
13.- Secar el botón mediante centrifugación al vacío y resuspenderlo en 50 ¡tI de agua bidestilada o en
tampón Tris-EDTA (10/0,1).
14.- Para comprobar que el ARIN no ha estado sujeto a degradación se llevará a cabo un control
electroforético de la muestra obtenida en el punto anterior. Para ello, se mezclará un volumen de 20 pl de disolución
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3.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
3.1.- CEBADORES: DISENO, SINTESIS Y PURIflCAC1ON
La síntesis de los oligonucleátidos empleados como cebadoresen las reacciones de amplificación se llevó
a cabo en el sintetizador automático ‘DNA-SM’ (BECKMAiN; Palo Alto, CA, USA). La técnica de síntesis está
basada en la denominada “química del cianoetil-fosforamidita”, que consiste en la incorporación sucesiva de los
diferentes nucleótidos a un soporte sólido a lo largo de tres etapas:
1.- Protección de nucleásidos y func¡onalízación del soporte: los nucleásidos se protegen por acilación
de sus grupos amino y el bloqueo de la posición 5-OH con p-dimetoxotritilo. Con el primer nucleásido de la
secuencia (avanzando en el sentido 3’—*5’) se flincionaliza el soporte sólido, acción que consiste en la reacción del
primer nucícósido con grupos carboxilo terminales presentes en el soporte, cuya naturaleza suele ser gel de sílice o
vidrio poroso.
2.- Síntesis cíclica: a través del soporte fixncionalizado se hace discurrir una disolución de ácido
tricloroacético, liberándose el radical 5-OH del nucleásido unido al soporte del grupo p-dimetoxotritilo.
Seguidamente se añade el fosforamidito del segundo nucleátido que habrá de incorporarse en la secuencia. Los
radicales 5’-OH que no hayan llegado a reaccionar sonbloqueados haciendo pasar por la columna una disolución de
anhídrido acético. Los grupos fosfito se oxidarán hasta fosfato por medio de una disolución de yodo, obteniéndose
un dímero unido al soporte por medio del 3-OH. Se pasará nuevamente ácido tricloroacético a través de la columna,
liberándose la posición 5-OH y haciendo que el dinucleátido se vuelva susceptible a la unión de un tercer nucleátido.
El ciclo expuesto se repetirá tantas veces sean necesarias para lograr la secuencia oligonucleotidica deseada.
3.- Liberación del soporte y desprotecc¡ón final: eluyendo con una disolución concentrada de amoníaco
se consigue la separación del oligonucleótido de su soporte fisico. La disolución amoniacal de oligonucleótido se
incuba a 540C durante un tiempo de 5-12 horas, permitiendo la desprotección de todas las bases de la secuencia y
la obtención del ftagmento de ADN monocatenario en una disolución acuosa de amoniaco.
Una vez obtenida esta disolución “cruda’ de oligonucleátido, se debeproceder a su purificación, para lo cual
existen varios métodos, habiéndose empleado para este trabajo el que a continuación se describe:
1.- Evaporación del amoníaco mediante una prolongada (~3 horas) centrifugación al vacío. Al final se recoge
un residuo sólido consistente en las moléculas de cebador mezcladas con diferentes sustancias químicas empleadas
en el proceso de síntesis.
2.- Suspensión de ese residuo sólido en 100 pl de acetato sádico 3M, pH 5,5 (ó 2M, pH 4,5).
3.- Adición de 900 pl de etanol absoluto.
4.- Incubación de la mezcla obtenida a -800C durante una hora o a -209C a lo largo de toda una noche.
5.- Centrifugación a máxima velocidad (14.000 mm) durante 30 minutos. Obtención de un botón de
oligonucleótidos.
6.- Eliminación, por aspiración, de la fase líquida.
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7.- Lavado con etanol filo (-20C) al 70% VN.
8.- Centrifugación durante cinco minutos a 14.000 rpm.
9.- Repetición de las etapas6-8 durante una vez. Las sales remanentes a lo largo de los procesos de sintesis
y de purificación deberán quedar eliminadas en su mayor parte.
10.- Nueva eliminación, por aspiración, de la fase líquida,
11.- Secado de la fase liquida residual mediante centrifugación al vacío.
12.- Resuspensión del botón molecularen 150 pl de agua bidestilada.
De los oligonucícótidos purificados y resuspendidos se pipetea una alícuota de 3 pl y se diluye en agua
bidestilada en la relación 1/100. Estas diluciones se miden en un espectrofotómetroa la longitud de onda de 260 nm
y su concentración se calcula mediante la expresión:
[Olígonndeótídol= (A2~ x 50 x Fnuj/(nOA x 1,16 + tC x 0,96 + n
0G x 1,08 + itT x 0,92)
El resultado de este cálculo vendrá dado como ¡tmot/~ (¡iM), y los oligonucleótidos se ajustan finalmente
a una concentración de trab~o de 10 pM. Los cebadoresse mantienen, alicuotados, a la temperatura de -200C hasta
cl momento de su utilización.
3.2.- CEBADORES UTILIZADOS EN LA AMPLIFICACION
Se emplearon doscebadores que flanqueaban cada uno de ellos las zonas extremas del segmento génico que
debía ser amplificado: las primeras bases del extremo 5’ del exón 2 y las últimas bases del extremo 3’ del exón 3 de
genes Mhc-DRB.
El primero de ellos era el oligonucleótido llamado DRB-Amp A (Todd et al., 1.987), cuya secuencra
nucleotídica es 5’- CCCCACACCACG¶ITT’CflG-3’; es un oligonucleótido diseñado desde la última base del
segundo triplete del exón 2 de los genes DRB, hasta la última base del octavo codón, ambas inclusive.
El diseño del cebador para la amplificación de las cadenas imnus se realizó seleccionando una secuencia
oligonucleotídica común en las tres especies publicadas (humana, chimpancé y gorila, Figueroa et al., 1.991), cuyo
extremo 3’ está situado a 44 bases de distancia (hacia 5’) del extremo 3’ del exón 3. Se le ha dado el nombre de DRB-
E3, y su secuencia de nucícótidos es 5’-TGCCAGGTGTAAACCTCTC-3’.
3.3.- AMPLIFICACION GENICA
La PCR es un método de obtención, ¡ti vUro, de un elevado (amplificación) número de copias de un
fragmento nucleotídico, a partir de sólo un reducido número inicial de moléculas de ADN que contienen dicho
fragmento en su secuencia. Consiste en la repetición cíclica de tres etapas en el orden que se esquematiza en la figura
25, y que son:
1.- Desnaturalización: consiste en la separación de las dos cadenas del ADN objeto de amplificación, lo
cual se consigue mediante una gran elevación de la temperatura del medio de reacción (93 .97RC), suficiente para
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las doshebras sencillas, hará que aquéllos se unan a éstas. Para la amplificación de una región “diana” del ADN es
necesaria la presencia de dos oligonucleátidos, siendo uno de ellos complementario del inicio de transcripción de la
cadenaplus, y el otra del de la cadena pn¡nus. La secuencia de estos cebadores estará en función de cuál sea la
secuencia de esos inicios de transcripción en las dos hebras complementarias y, en la mayoría de los casos, se tratará
de cortas secuencias de ADN sencillo, compuestas por 15-25 nuclcótidos, siendo fundamental que sus secuencias
no guarden complementariedadentre ellas, pues ello acarreada que estos oligos se hibridaran entre si y no con las
secuencias “diana’ de la hebra de ADN.
3.- Elongación: esta etapa consiste en la adición, en el sentido S’—>3’, por parte de la Taq polimerasa, de
los nucícótidos necesarios para replicar cada hebra sencilla desnaturalizada, originando, de esta manera, al final de
esta etapa, el doble de moléculas de ADN de las que había antes del inicio del proceso. La incorporación de estos
nucleótidos del medio se hace respetando las reglas de complementariedad de bases.
Una peculiar característicade la Taq polimerasa es que siempre añade una adenina en el extremo 3’ de la
cadena que sintetiza; esta basequeda desapareada y es por eso que se la llama cebase colgante” (véase 4.2).
3.4.- AMPLIFICACION DEL ADNc
Cada ADNc, procedente de los ARNs extraídos de las líneas celulares renales de monos verdes, fue
amplificado mediante el procedimiento de la reacción en cadena de la polimerasa.
Cada mezcla de reacción constaba de los siguientes reactivos en las cantidades que se dan:
Reactivo Volumen
TampónPCRIOX 10 pl
CI2Mg 25 mM 10
dNTPmix 1,25 mM 16
Cebador DRB-Amp A 10 ktM 10
CebadorDRfl-E3 10 ¡tM 10
Taq polimerasa (5 U/pl) 0,5
1120 destilada 38,5
TOTAL 95 “
El tampón PCR 1OX es una disolución de Tris 100 mM, pH 8,3 y CIK 500 mM.
La mezcla total se prepara añadiendc, todos los reactivos excepto cl ADN, y se irradia durante 5’ con luz
ultravioleta a dos longitudes de onda: 254 y 302 nm. Esta exposición elimina la posible presencia de AUN
contaminante en la mezcla, que pudiera alterar el resultado de la PCR.
A cada mezcla se le añade un volumen de 5 ¡tI de disolución de ADNc, alcanzando cada una de éstas un
volumen final de 100 pl.
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Las condiciones en que se llevó a cabo la amplificación de las muestras consistieron en una desnaturalización
inicial a 95’C durante 5 minutos (para asegurar la completa separación de las hebras), seguida por los ciclos propios
de la PCR:
a) Desnaturalización a 94*C durante de 20 segundos.
b) Anillamiento a 55~C durante un minuto.
c) Elongación a 722C durante 2’l5”.
El número total de ciclos fue 40 y. acabados éstos y, a fin de asegurar la conclusión de cualquier elongación
inacabada, se procedió a mantener las muestras a 720C durante 10 minutos, tras lo cual, las muestras se pueden
guardar a 40C. El termociclador empleado fue el DNA Thermal Cycler 9600 de PERKIN ELMER CETUS (Norwalk
CT, USA).
3.5.- CONTROL DE AMPLIFICACION
La alta sensibilidad amplificadora de la técnica de la PCRhace necesario emplear un cuidado extremo en
la manipulación de las muestras para evitar contaminaciones cuyo origen puede ser manipulación defectuosa o
presencia de ADNs foráneos ajenos al estudio propuesto. Es por ello por lo que, además de las muestras objeto de
estudio, se prepara siempre otra muestra adicional que acalia como control negativo en la que a la mezcla de reacción
descrita con anterioridad se le añade agua bidestilada en vez de disolución de ADNc. En esta mezcla no debe
producirse ningún tipo de amplificación.
La verificación de la amplificaciónen los ADNc de monos verdes, y su ausencia en el control negativo, se
realizó por electroforesis en gel de agarosa a una concentración final del 2%, preparado de la siguiente manera:
1.- Se pesan 6 gramos de agarosa “NuSieve 3:1” (IBERLABO; Barcelona, España).
2.- Se suspenden en 300 ml. de una dilución acuosa 1:50 de tampón T.E.A 50X. [Tris-EDTA-Acido
Acético; este tampón es una disolución de Tris-base (SIGMA) 2 M, EDTA (CARLO ERRA REAGENTI) 0,1 M
y ácido acético glacial (PANREAC) 1 M; el PH de la misma se ajusta a 8 con ácido acético glacial y, finalmente, se
filtra a través de una membrana de acetato, o nitrato de celulosa de 0,22 ¡tm de tamaño de poro (NUNC)].
El resto de pasos son iguales a los que se siguieron para el control electroforético de la extracción de ARN
(véase 2.1). La salvedad es que las bandejas y las cubetas de electroforesis son ahora más grandes (bandejas para
geles de 300 ml de capacidad y cubetas de 2 litros de volumen de tampón).
En esta electroforesis, junto a las muestras amplificadas y el control negativo, también se someten al control
electroforético los marcadores de peso molecular V (8-587 pb) y VI (154-2.176 Pb; ambos de BOEHRINGER
MANNHEIM}
En la figura26 se muestra una imagen típica de una electroforesis de ADNc de monos verdes. El tamaño
de las bandas es de 516 pb, que es la suma de las 478 pb que mide el segmento formado por el exón 2 (259 pb) más
el exón 3 (219 pb), además de las 38 bases correspondientesa los cebadores (19 en cada uno).
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Figura 26.. Visualización, tras la migración electrotorÉtica, de unas bandas da ADNc de menes verdes [Ve-<14)jamp¿iflcados con los
cebadores y las condIciones descritas eno! tate. En elexúen,o derecl,o dele imagen aparecen las bandas del marcador de peso molecular VI. En esta
imagen se muestran seis calles, conteniendo cada una de ellas una banda de ADNc anwlEl¶cedo que se elt~a en una pocidón tal, reapecta a las bandas del
marcador, que su tamafio es Ugeraniente stoedor a 500 pÓ. Nótase la ausendade banda en la celle correspondiente al conúd negativo (O.): en ella la mazda
carece de ADNc y en su lugar se ha cargado agua bidesfilada.
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4.- SECUENCIACION DE ADN (Sambrook et aL, 1.989)
4.1 PUllIFICACION DE LOS ADNc AMPLIFICADOS
El ADNc amplificado se encuentra en un medio donde se hallan, además de él mismo, moléculas de
oligonucícótidos que no han llegado a actuar como cebadores (éstos siempre se añaden en exceso al medio de
reacción), desoxinucleósidotrifosfatos que no han sido incorporados en las duplicaciones, sales del tampón, etc.,
siendo por ello necesaria una etapa de purificación de este ADN.
Sobre un transiluminador liv y visualizando en todo momento las bandas de amplificación (el bromuro de
etídio que acompaña a las bandas es visible bajo esta fuente de luz), se procede a recortar las bandas de tamaño
adecuado utilizando un bisturi estéril y procurando minimizar en lo posible la cantidad de agarosa adherida a la banda.
En el proceso de purificación se ha empleado el equipo “Wizard PCR-Preps” (PROMEGA), que consta de
los siguientes pasos:
Cada porción de agarosa recortada, con la banda de ADN embebida en ella, se introduce en un tubo
limpio de microcentrífuga de 1,5 ml.
2.- En cada tubo se añade 1 ml de resmade purificación de ADN (tiocianato de guanidina 6 M) y se incuban
durante un minuto a 72’C a fin de fundir la agarosa (las moléculas duplexas de ADN no se desnaturalizan a esta
temperatura).
3.- Cada mezcla fundida (con la banda de ADN suspendida en ella) se vierte en un cilindro dejeringa de
plástico de 2 ml. que, a su vez, está acoplado verticalmente a la boquilla superior (aferente) de una miicolumna de
purificación suministrada por el kit (una por cada producto de amplificación que sea necesario purificar). La boquilla
eferente de cada minicolumna (jafte inferior de las mismas) está provista de un filtro membranoso por medio del cual
quedan retenidas las moléculas largasy filamentosas de ADN, al tiempo que deja pasar los demás componentes del
medio. El paso de la suspensión fundida a través de la minicolumna y del filtro que contiene se consigue por medio
de la presión manual que se ejerce sobre el émbolo de lajeringa.
4.- Cuando la suspensión ha quedado completamente filtrada y el ADN retenido en la membrana, se recurre
al mismo procedimiento del punto anterior para forzar el paso, a través de los filtros de las miicolumnas, de 2 ml
de una disolución acuosa de isopropanol (PANREAC) al 80%, equilibrado a temperatura ambiente, a fin de eliminar
las posibles sales remanentes que quedaron en el filtro.
5.- Se desechan lasjeringas utilizadas y cada minicolumna se acopla a la boca de un tubo de microcentrífliga
de 1,5 ml.
6.- En el interior de cada minicolumna se pipetean 50 plde agua bidestilada. Si tras el control electroforético
posterior a la PCR se sospecha que hay poca cantidad de ADNc amplificado (en función del brillo del bromuro de
etidio adheridoa la banda) es recomendable reducir ese volumen (hasta40, 30 ó 20 pl)
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7.- Tras esperarun minuto como mínimo (tiempo necesario para que la membrana del filtro se empape con
el microvolumen de agua del punto anterior), los conjuntos acoplados minicolumna/tubo de microcentrifuga se
centrifugan durante 20 segundos a 14.000 rpm.
8.- El ADN, que había permanecido unido a la membrana de la minicolumna, se eluye a consecuencia de
la centrifugación y es recogido en los microtubos acoplados a aquéllas.
Este proceso de purificación supone una cierta pérdida de la cantidad de ADNc iicialmente amplificada,
por lo que es necesario montar una electroforesis del material purificado para comprobar que todavía se dispone de
suficiente cantidad del mismo, hecho que se evidencia de forma cualitativa por el brillo que ofrecen las bandas al
acabar esta nueva electroforesis.
4.2.- LIGADO EN EL VECTOR DE CLONAJE
Para las reacciones de ligado se ha usado el equipo “pGEM-T Vector System” (PROMEGA), y se llevaron
a cabo de esta manera (para cada reacción de ligado, una por cada ADNc amplificado y purificado):
Reactivos Volumen
Tampón ligasa í OX 1 ¡tI
Vector pGEM-T (50 ng/pi) 1
AUN-ligasa de T7 (3 U/pl) 1
H20 bidestilada 2
TOTAL 5
En esta mezcla se añaden 5 pl de la disolución de ADNc purificado, y la suspensión resultante se incuba a
15-2592 en un intervalo de tiempo entre 3 y 12 horas. El producto de actuación de la ligasa es una molécula
completamente circular (plásmido más el ADNc ligado).
Si al acabar la electroforesis de los ADNc purificados (véase 4.1), la banda de una determinada muestra es
débil, con lo que cabe suponer poca concentración del mismo, se puedenreemplazar los 2 pl de agua bidestilada del
protocolo anterior por suspensión de ADNc purificado, con lo que este último componente tendrá un volumen final
de 7 microlitros.
El ligado se consigue porque el plásmido (inicialmente una cadena abierta) porta en sus dos extremos 3’ dos
timinas desapareadas, llamadas “bases colgantes”, susceptibles de complementarizarse con las adeninas colgantes en
posición 3’ del ADN amplificado (véase 3.3).
Para comprobar la estabilidad del vector es recomendable evaluar su capacidad de autoligado (o religado)
añadiendo una muestra más a las anteriores, a modo de control, consistente en una reacción como las descritas en
la que se añade agua bidestilada en lugar de ADN purificado.
Las estructuras del vector pGEM-T y de los puntos de inserción del fragmento amplificado se muestran en
las figuras 27 y 28.
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(por cada 1.000 mí) disolviendo 16 g de bacto-triptona (DIFCO; Detroit, MI, USA), 5 g de extracto de bacto-
levadura (íd.) y 5 g de cloruro sádico (MERCK); el pH se ajusta a 7 con NaOH SN (id.).
2.- Alcanzada la fase de crecimiento exponencial (12-14 horas de agitación) se recogen 400 pl del medio
enriquecido y se inoculan en 40 ml de medio TY 2X (dilución 1:100), volviendo a agitar la suspensión bacteriana
durante 2 horas a 372C (200-250 rpm).
3.- Esta nuevasuspensión se centrífuga a 3.000 rpm durante 10 minutos.
4.- Se obtiene un botón bacteriano del que se elimina el sobrenadante por decantación.
5.- Elbotón es resuspendido en 20 ml de una disolución fha (‘WC) de CI
2Ca 50 mM [MERCK la disolución
será filtrada a través de una membrana de 0,2 gm (MILLIPORE; Molsheini, Francia)], manteniendo el tubo inmerso
en un baño de hielo. Esta resuspensión debe hacerse con suavidad, puesto que el contacto con los iones Ca
2~ tiene
el efecto de fragilizar la pared bacteriana, con lo que una resuspensión por agitación vigorosa podría destruir las
bacterias. A partir del contacto con el cloruro cálcico resulta crítico que las bacterias estén siempre en un entorno
filo.
6.- La suspensión, inmersa en baño de hielo, se deja en reposo durante 30 minutos, tiempo mínimo para que
los iones de calcio terminen de fragilizar las paredes bacterianas, volviéndolas porosas y permeables a la introducción
de material genético no propio.
7.- La suspensión es centrifugada durante 10 minutos, a la velocidad de 3.000 rpm y a la temperatura de ‘PC.
8.- Dentro de un baño de hielo, al botón bacteriano obtenido se le elimina el sobrenadante por aspiración
y se vuelve a resuspender cuidadosamente en 4 ml de disolución fila de CI
2Ca.
La transformación se logró poniendo en contacto durante media hora (dentro de un bailo de hielo) cada
disolución de los ADNs ligados <5 pl de cada una) con una alícuota de 50 pl de Ja suspensión de bacterias
competentes. También se transformó una alícuota de bacterias competentes con el plásmido religado (véase 4,2). Con
esta incubación se consigue que los plásnúdos queden adheridos a la superficie externa de la bacteria.
Acabadala incubación se somete a un breve choque térmico (42~C durante 40-45 segundos) a cada tubo
de reacción, con lo que se logra la dilatación de los poros membranosos y la penetración del plásmido; a continuación,
una inmersión en hielo durante un mínimo de 2 minutos contrae nuevamente los poros.
Se añaden 450 pi de medio TY2X y se mantiene el cuitivo en agitación (200-250 mm) a 37~C durante 1-1,5
horas, tras lo cual ya se puede sembrar en placas de agar LB.
El agar LB se prepara pesandoy disolviendo, por cada 1.000 mI, 10 gramos de bacto-triptona (DIFCO),
5 de extracto de bacto-levadura (íd.) y 10 de CINa (MERCK). Estoscomponentes se disuelven en 950 ml de agua
destilada y se ajusta su pH hasta 7 con NaOH, enrasando hasta un volumen final de un litro, tras lo cual se añaden
7,~ gramos de bacto-agar (DIFCO). Se esteriliza en autoclave durante 20 minutos. Tras el autoclavado, y sin llegar
a dejar que la temperatura baje lo suficiente como para que el bacto-agar polimerice (fenómeno que ocurre
aproximadamente a 56
0C), se fracciona la suspensiónen placas de Petri, conteniendo cada una de ellas un volumen
de 20 ml.
Las placas se enfilan y polimerizan su agar a temperatura ambiente y, después, se dejan en reposo durante
una noche a fin de eliminar el exceso de humedad que aún contienen. Acabado este periodo, las placas se sellan con
papel PARAFILM (AMERICAN NATIONAL CAN; Neenab, WI, USA) y, en posición invertida (para evitar
deshidrataciones excesivas), se guardan a la temperatura de 40C hasta el momento de suuso.
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Antes de la siembra bacteriana, las placas se pretratan impregnándolas en toda su superficie con 100 pl de
una disolución etanólica de ampicilina (20 mg/mi) y, media hora después, se les extiende una mezcla de dos
disoluciones: 40 pl de 3<-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-j3-D-galactopiranósido) al 2% en dimetilformamida como
disolvente, y 40 pl de disolución acuosa de IPTG (isopropil-~-D-tiogalactopiranósido) 100 mM. Media horadespués
de esta segunda impregnación, ya puede procederse a la siembra, utilizando para ello un volumen de 200 pl de
suspensión de células transformadas. Las píacas sembradas se incuban, invertidas, en una estufa a la temperatura de
370C durante 14-18 horas.
Para evaluar la eficiencia de las bacterias competentes se realiza un control de transformación de bacterias,
usando 10 pg de un plásmido superearrollado, carente de inserto e, igualmente, portador del gen que confiere
resistencia a la ampidiina, para transformar 200 pl de bacterias competentes.
4.4.- SELECCION, AMPLIFICACION Y CONFIRMACION DE LOS CLONES
RECOMBINANTES
Las colonias de bacterias transformadas (todas las que han conseguido crecer sobre el agar pretratado con
antibiótico) se dividen en dos clases según su color: blancas y azules. Las blancas son las que llevan plásmidos
recombinantes y el color se debe a que la inserción del AUN foráneo se produce en un punto del plásmido en el que
se rompe la integridad del gen lacZ, cuyo producto proteico ayuda a la bacteria a metabolizar el 3<-gal (figura 27).
Por contra, en las bacterias portadoras de plásmidos no recombinantes, queda preservada la estructura y
capacidad codificante del gen anterior, permitiendo a la bacteria degradar el X-gal y formar en esta reacción un
derivado metabólico cuyo pH tiñe de azul a la colonia.
El resultado de las placas en las que se han sembrado bacterias transformadas con plásmido religadoy de
las que lo han sido con control de transformación nos informará sobre la calidad del experimento.
La placa de control de religado tan sólo debe contener una mínima proporción de colonias blancas (1-8%).
La placa en la que se ha sembrado el control de transformación debe mostrar una eficienciade ~l00 células
transformantes/pg de plásmido superenrrollado.
Pero no todas las colonias blancas acaban resultando positivas para el ADN insertado, puesto que puede
ocurrir que, dentro de una bacteria, el plásmido no recombinante se rompa imposibilitando el metabolismo del 3<-gal
y confiriendo a la colonia color blanco. Sería un caso de falsa positividad.
Para confirmar la condición de auténticasrecombinantes de las colonias blancas(descartando los posibles
falsos positivos), se procedió a recoger (con el extremo de una punta de micropipeta de 20-100 pl) al azar algunas
de estas colonias blancas, separándolas así de la superficie del agar y sumergiéndolasen 15 pl de disolución de PBS.
Un microvolumen de 10 pl de esta suspensión bacteriana se inocula en 90 pl de disolución acuosa al 0,1% de
detergente TWEEN-20 (PM4REAC). Tras esto, las bacterias sonsometidas a una incubación de 1 00~C durante 15
minutos, proceso por el que las bacterias quedan lisadas, liberándose su material genético.
A continuación se realiza una PCRde “control de insertos”. Algunas bases antes del punto de inserción, y
a cada lado del mismo, el plásmido pGEM-T presenta unas cortas secuencias del bacteriófagoM13 (figura 28), las
cuales serán usadas como cebadores para amplificar toda la región que se extiende entreellas.
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Los doscebadores de Ml 3 tienen la siguiente composición de bases’
M13/DIR: 3’-TGTAAAACGACGGCCAG-3’
MU/INI’: 5’-CAGCAAACAGCTATGACC-3
Este control de insertos se prepara, para cada reacción, de la siguiente manera:
Reactivo Volumen
Tampón PCR lOX 2,5 pl
CI2Mg 25 mM 1,5
dNTPmixl,25mM 05
Cebador M13/DIR 3,2 pM 0,39”
Cebador M13/INV 3,2 pM 0,39”
Taq-polimerasa (5 U/pl) 0 1
Glicerol (2 5%) 5
Rojo de cresol 53< 5
H20 bidestilada 4,62”
TOTAL 20
A cada una de estas mezclas se les añaden 5 pl de cada suspensiónde TWEEN-20 que contiene plásmidos
de las bacterias destruidas por calor(volumen tota] = 25 pl).
Las condiciones de estaPCR son 30 ciclos de:
a) Desnaturalización a 95
0C durante 20 segundos.
b) Anillamiento a SOMC durante 20 segundos.
c) Elongación durante un minuto a 72C.
Si el plásmido porta inserto, el amplificado final se revelará en la electroforesis subsiguiente (figura 29)
como una banda cuyo tamaño es de 696 pb, correspondiente a la longitud del AUN amplificado de DRB (478 bases;
véase 3.5) más la longitud de separación que hay entre cada cebador de M13 y el extremo más cercano al AUN
insertado (183 Pb; 75 desde M13/DIRy 108 desde M13/INV; figura 28), más la longitud propia de los cebadores
(35 bases; 17 del oligo directo y 18 dei inverso).
Si no ha habido inserto, los dos cebadores flanquearán un segmento muy corto (218 pb, incluyendo las
secuencias de ambos), dando una batida de ADN que en la electroforesis migará muy rápido debido a su pequeño
tamaño.
De aquellos clones cuya positividad haya sido confirmada se inoculan los 5 pl restantes de suspensión
bacteriana en PBS dentro de 5 ml de TY2X, en agitación a 37~C durante 12-16 horas, a 200-250 rpm.
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Figura a- Control eledroforifico postular a una PCR de control de Insana. Lasba’x~swi~f~u se elt~an en Ira ~M qtm correapaide
a un tamal lo equNalente al del fragniento guiso awhficado más las regbies flanqueantes del plásmido <algo nunos de 700 pb; mercader VI>. En le parte
deredu de la ttragrafia. ya la izquhda del rrwrmtr de peso ndeciflar uve una banda más IiMzu (algo más de 200 ~) wr~mdisfl a la anwhlcadón
de una seamnas plasmld~ (Pl) carente de inserto. Los números ccaespaden a la Identflcadán de cada mono verde: Ve-o.
4.5.- PLJRLFICACION DE PLASMIBOS RECOMBINANTES
Una vez que se ha conseguido un medio enriquecido en bacterias portadoras de plásmidos recombinantes,
se procede al aislamiento y purificación de tales plásmidos, para lo cual se ha empleado el equipo “QIA-Well 8
Plasmid Kit” (QIAGEN; Hilden, Alemania), cuyo proceso se atiene a las siguientes etapas:
1.- Transferencia del medio enriquecido a tubos limpios de microcentrífbga. Normalmente sólo se transfieren
3 de los 5 ml (dos tubos); centrifugación a 3.000 rpm durante 2 minutos y eliminación de los sobrenadantes por
aspiración.
2.- Resuspensión de los dos botones bacterianos en un volumen de 300 pl de tampón de resuspensión o Pl
(Tris 25 mM, pH 8; EDTA 10 mM; glucosa 50 mM.) y agitación vigorosa en vórtex para conseguir que el botón
quede completamente resuspendido. Este tampón está complementado con RNasa H a fin de eliminar trazas
contaminantes de ARN bacteriano.
3.- Adición de 300 pl de tampón de lisis o P2 (NaOH 0,2 N; SDS 1%) y actuación del mismo durante 5
minutos, cuya extrema alcalinidad provoca la lisis de las células resuspendidas y que el plásmido adopte una
conformación superenrroííada que le protegerá de finuras acciones químicas.
4.- Adición de 300 pl de tampón de neutralización o P3 (360 ml de una disolución de acetato potásico 5 M
a la que se le añaden 70 ml de ácido acético glacial; ~ustai el pH a 4,8; enrasar con agua destilada hasta 500 mI, con
lo que se obtiene una disolución 5 M para el ion acetato y 3 M para el catión Kj. El ácido acético neutraliza la
alcalinidad de P2 durante un espacio de 10 minutos en baño de hielo.
5.- Centrifugación a velocidad de 14.000 rpm durante 15 minutos. Los sobrenadantes, que contienen los
plásmidos recombinantes, se cargan en minicolomunas provistas por el kit. Estas minicolumnas son pequefios cilindros
con una membrana porosa acoplada a una boquilla inferiorpara salida de líquidos. El conjunto se filtra por absorción
al vacío, haciendo que los plásmidos queden adheridosa las membranas.
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6.- Seguidamente se hacen pasar, por absorción al vacío, 2 ml de tampón de lavado, el cual elimina los
residuos salinos atrapados en las membranas porosas.
7.- Finalmente, cada plásmido será despegado de la membrana que lo retiene haciendo pasar por las
columnas 0,5 ml de tampón de elución. El eluato es recogido en tubos colectores suministrados por el propio kit.
8.- Al volumen eluido se le añaden 350 pl (70% del volumen total eluido) de isopropanol puro equilibrado
a temperatura ambiente, el cual actuará como fase extractora. Tras homogenizar bien las mezclas anteriores se
centrifugan los tubos colectores durante 30 minutos a 14.000 rpm.
9.- Por aspiración se eliminan cuidadosamente los sobrenadantes de la centrifugación anterior, y el botón
plasmidico es lavado con etanol fijo (-200C) al 70%. Tras una nueva centrifugación (14.000 rpm, 5 minutos) y
aspiración de sobrenadantes, el botón plasn,idico es secado por centrifugación al vacío y resuspendido en 20 pl de
agua bidestilada.
10.- Por espectrofotometría se determina la concentración de los plásmidos:
[ADNPWMI= A
20 x 50 x FUL, así como su pureza, expresada por el cociente (AzgAm). El primero de estos
parámetros vendrá expresado en ng/pl y las muestras se ajustarán finalmente hasta el valor de 200 ng/pl, tras lo cual
se guardan a -20
0C. En cuanto a la pureza, lo ideal es obtener un cociente de absorbancias igual a 1,8, pero en la
práctica se obtienen buenos resultados con valores comprendidos entre 1,4.1,9.
4.6.- REACCIONES DE SECUTENCIACION
Una vez purificado el ADN bicatenario de plásmido que contiene el inserto de interés, se realizan las
reacciones de secuenciación (copia) siguiendo básicamente el modelo descrito por Sangery colaboradores (1.977).
Se pueden utilizar distintas enzimas como polimerasas y procedimientos manuales de secuenciación (que incluyen
el manejo de isótopos radiactivos) o automatizados, con el uso de fluoróforos como señal. En este trabajo se utilizó
la enzima Taq polimerasa y un procedimiento automatizado de secuenciación, con el uso de un termociclador para
las reacciones de secuenciación y de un secuenciador automático de AUN.
La mezcla de reacción se realiza con los siguientes componentes:
~vo Volumen
PREMJX de terminadores 9,5 pl
M13/(DIRoINV)3,2pM 1
H
20 bidestilada 4 5
TOTAL 15
El PRiEMIX de terminadores ya viene preparado comercialmente (APPLIED BIOSYSTEMS) y es una
mezcla de dye-terminadores de A, C, O y T, dATP, dCTP, dflP, dfl’P, Tris-HCI pH 9, CI2Mg, pirofosfatasa
termoestable y Ampli-Taq polimerasa PS.
Se añade el ADN plasmídico que se quiere secuenciar, en un volumen final de 5 pl y concentración inicial
de 200 ng/pl. El volumen final de cada reacción de secuenciación es de 20 pl.
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Las reacciones de secuenciación se llevan a cabo en el mismo tennociclador en el que se realizaron las
amplificaciones originales y las PCRs de control de insertos, con las siguientes condiciones:
a) Desnaturalización inicial a 95~C durante 2 minutos.
b) 25 ciclos de: 1.- Desnaturalización a 9ÓUC durante 15 segundos.
2.- Anillamiento (un solo cebador por reacción) a 50~<D durante 1 segundo.
3.- Elongación a 6(FC durante 4 minutos.
c) Enfriamiento final a 40C durante tiempo indefinido.
El fragmento de ADN, abarcando los exones 2 y 3 de ORE, fuesecuenciado tanto en sentido directo (con
el empleo del oligonucleótido M13/DIR) como en el inverso (con el M13/INV), puesto que la longitud total del
amplificado (478 pb) es algo superior a la sensibilidad óptima del secuenciador de AUN fr300 pb).
En las reacciones de secuenciación se incorporan en una hebra desnaturalizada de AUN, a partir de un
cebador, además de los deoxinucleótidos habituales en una PCR, dideoxinucleótidos marcados con cuatro
fluorocromos distintos [fluoresceína, NBD(4-cloro-7-nitrobenceno-2-oxal-diazol), tetrametilrodamina y rojo de
Texas, uno para cada base], pero cuando uno de estos dideoxinucleótidos es el incorporado la cadena ya no será
elongada subsiguientemente (figura 30) y el fragmento de ADN terminará en el punto en el que se incorpora ese
nucleótido modificado.
4.7.- PUIIIFICACION DE LAS REACCIONES DE SECUENCIACION
Este procedimiento de purificación es necesario con el fin de eliminar el exceso de “terminadores” marcados
y no incorporados a las secuencias. Para ello se utilizaron columnas de sephadex (Sephadex 0-50 Fine;
BOEHRINGER MANNHEIM), cuyo límite de exclusión es inferiora 72 pb. Sus etapas son:
Honiogenizar el contenido de la columna y d~arlo reposar para que el sephadex se sitúe en la parte
inferior de la misma.
2.- Abrir y dejar eluir el tampón.
3.- Lavar la columna con 1 ml de agua destilada.
4.- Centrifugar a 1.200 Xg durante 2 minutos.
5. Pipetear el producto de la reacción de secuenciación en el interior de la columna.
6.- Centrifugar a 1.200 Xg durante 2 minutos sobre un tubo donde se recoja la reacción.
7.- Secar la muestra por completo en una centriñiga conectada a una bomba de vacio. Las muestras ya
están preparadas para cargarse en el gel de secuenciación o pueden guardarse a -200C y en oscuridad.
4.8.- CARGA DE LOS PRODUCTOS EN EL GEh DETECCION Y OBTENCION
DE LAS SECUENCIAS
Para preparar los geles de secuenciación, se mezclan:
a) 50 gramos de urea (MERCK).
b) 15 ml de acrilamida (BIO-RAD; Hercules, CA, USA) al 40% (38 g de acrilamida + 2 g debis-acrilamida
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Al final se consigue un gel al 6% de acúlamida y 8,3 M de urea. Se ag~ta la mezcla magnéticamente y con
calor (500C) hasta que se disuelva totalmente. A continuación se hace pasar por un filtro de 0,22 pm (NUNC), se
¡e añaden ¡0 mIde tampón T.EB. ¡OX y se enrasa hasta 100 ml con agua bidestilada.
Los cristales de secuenciación se lavan con detergentes que no produzcan residuos y agua caliente,
secándolos con papel blanco del tipo “tissue” Se aclaran con abundante agua comente y, cuando ya no quedan
residuos de detergente, con agua bidestilada. Finalmente se lavan con etanol al 95% y se dejan secar en posición
verticaL
Cuando se han secado se preparauna estructura tuilanúnar cristal-espaciadores-cristal. Se sellan los laterales
y el ibúdo con cinta adhesiva plástica. A la solución de acrilarnida filtrada se le añaden 500 pji de persulfato amónico
al 10% y 45 pI de TEMED (ff1). Se agita suavemente y sc carga entre los dos cristales, en posición vertical y
procurando evitar la formación de burbujas. Cuando el interior de los cristalesestá lleno hasta dos centímetros del
borde superior, se coloca el peine de secuenciación y se fija con tres pinzas metálicas. El conjunto se deja en reposo
durante 1-2 horas para que pueda polimerizar.
Polimerizada la acrilamida, se retiran las pinzas, el peine y la cinta adhesiva. Se lava abundantemente con
aguacon-lente y seguidamente con etanol al 95%. Se coloca el conjunto en el interior de la cubeta del secuenciador
automático Applied Biosystems 373k Una vez situado el cristal y comprobada la buena lectura del láser, se rellenan
con tampón T.E.B. IX las cubetas de electroibresis superior e inferior. Se conectan los cables de tensión, se limpian
los pocillos de restos de acrilarnída y se realiza una carrera previade electroforesis durante 30 minutos, a 1500 y,
20 mA y 30W
Las muestras de secuenciación, una vez descongeladas (véase 4.7) se resuspenden en una mezcla de 1 pl
de LUPA 50 miM,pH 8, yS plde formaniida desionizada, preparándose esta última de la siguiente forma: el mismo
día de su uso, pesar 5 gramos de resma AG 501-3(8 (BIO-RAD) por cada 100 ml de formamida. Agriar
magnéticamente durante 30 minutos. Eliminar la resma filtrando con papel de filtro normal.
La preparación anterior y las reacciones purificadas de secuenciación se mezclan con cuidado y de forma
repetida para conseguir la resuspensión del botón de ADN, A continuación se centrifugan los tubos durante unos
pocos segundos para recoger todoel liquido en el Ibndo. Se calientan durante dos minutos a 90~C pan desnaturalizar
el ADN y se sumergen inmediatamente en hielo para evitar la renaturalización que vendría a causa de una bajada
paulatina de la temperatura. Así quedanpreparadas las muestras para ser cargadas en los pocillos del gel. Después
de la carga se someten a electroforesís en las mismas condiciones que la pre-can’era, durante 14 horas.
Dentro del secuenciador, un rayo láser incide sobre y excita los fluoróforos que pasan a su través (figura
31>, y la longitud de onda emitida al cesar la excitación estará en función de cuál sea el fluoróforo excitado, que será
diferente para cada dideoxinuolcótido. La emisión se flítra por los cuatrocolores posibles, se fotomultiplica y se envia
al ordenador, el cual identifica las bases marcadas y sus posiciones dentro del fragmento secuenciado. Es necesaria
esta computerización de la última etapa de la técnica para discriminar los espectros de cada fluorocromo, ya que se
solapan ligeramente (Smith et al., 1.986).
En las figuras 32 y33 se ven ejemplos de secuencias nucleotidícas recogidas del secuenciador y empleadas
en los análisis efectuados en el presente trabajo.
100


Msnu~l RosAl Sánchez Materiales y Métodos
5.- ANÁLISIS DE SECUENCIAS
5.1.- PROGRAMA PARA TRADUCCION DE SECUENCIAS NUCLEOTÍDICAS
A FRAGMENTOS PEPTIDICOS
La traducción a proteína, a partir de todas las secuencias nucleotidicas obtenidaa, se realizó con el programa
TRANSL, contenido en el paquete informático PC/GENE (1NTELLIGENETICS; Palo Alto, CA, USA). Este
programa hace una traducción en los tres posibles marcos de lectura, por lo que es necesario conocer cuál es la
correcta pauta de lectura de la secuencia nucleotidica investigada a fin de escoger la adecuada al trabajo que se lleva
a cabo
5.2.- PROGRAMAS PARA CALCULOS EVOLUTIVOS
SZ1.- Construcción de dendrogramas según la homología entre secuencias
5.2.1.1.- Dendrogramas delprograma CLUSTAL
Los árboles o dendrogramas filogenéticos se construyeron a partir de las secuencias de AUN utilizando el
programa CLUSTAI del paquete informático PC/GENE, programa que se basa en el método de Wilbur y Lipnxan
(Wilbur y Lipman, 1.983; Higgins y Sharp, 1.988; 1-Iiggins y Sharp, 1.989).
CLUSTAL recoge las secuencias que se han introducido en un adecuado formato infonnático y las dispone
en un alineamiento buscando homologías y diferencias. Seguidamente, calcula un valor de similitud para cada pareja
de secuenciasque se someten a comparación. En un tercer paso se construye el dendrograma utilizando los valores
de similitud obtenidos para cada pareja en el alineamiento inicia]. El método utilizado para construir los dendrogranias
se llama IJPGMA (Unweighted Fáir Group Maxinium Average; Máximo Promedio de Grupos Pareados y No
ponderados). Elmétodo UPGMA comienza agrupando en una ramalas dos secuencias más similares. Posterionnente,
calcula los valores de similitud de esta rama con cada una de las secuencias restantes. En pasos posteriores se van
agrupando las dos secuencias más similares en nuevas ramas y se calculan nuevos valores de similitud para cada una
de las ramas que se van estableciendo.
5.2.1.2.- Método de máxima parsimonia (DNAPA RS)
DNAPARS es un programa incluido en el paquete PHYLIP (Phylogenic ¡nference Fáckage 3.5c; Paquete
de Inferencia Filogenética; Felsenstein, 1., 1.993). Estima filogenias por el método de parsimonia usando secuencias
nucleotídicas y se basa en las siguientes asunciones:
a) Cada sitio evoluciona independientemente.
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b) Los linajes diferentes evolucionan independientemente.
c) La probabilidad de sustitución de una base en un sitio dado es pequeña en el conjunto de los períodos de
tiempo implicados en una rama de la filogenia.
Los residuos delecionados son tratados como si fueran un quinto nucleótido; de hecho, las deleciones son
consideradas como un cambio ylas reversiones de las mismas también.
Finalmente, todos los extremos de las ramas quedan alineados en la misma vertical, por lo que, pese a ser
el DNAPARS un buen método para establecer filogenias, no es adecuado para la evaluación de distancias genéticas.
Con DNAPARS, cada rama y arracimanjiento de secuencias tiene una probabilidad asociada de ocurrencia.
No obstante, cada vez que el programa es ejecutado, aún con el mismo grupo de secuencias nucleotídicas, estas
probabilidades están sujetas a pequeñas fluctuaciones, como resultado de que, cada vez que el programa funciona,
las comparaciones entre las secuencias introducidas son efectuadas de manera aleatoria. Es por ello que, para tener
una idea de la bondad de tales probabilidades, PHYLIP incorpora otro programa, llamado SEQBOOT, que permite
realizarun proceso de “bootstrap” (véase 5.2.3) para el análisis de la topología del árbol (Felsenstein, 1.988).
Además de ello, PHYLIP dispone de otra herramienta, llamada CONSENSE, gracias a la cual se puede
obtener un árbol consenso a partir del n número de veces que SEQBOOT haya efectuado las comparaciones entre
las secuencias objeto de estudio.
5.2.2.- Construcción de dendrogramas según el cálculo de distancias evolutivas entre secuencias
El programa NJBOOT 11 está basado en el método de Saitou y Nei (1.987). Además, al igual que PHYLIP,
incluye la capacidad de llevar a caboun proceso de “bootstrap” con la finalidad de evaluar la significación estadística
de cada ramainterior del árbol.
NJBOOT II permite elegir uno entre vatios métodos para el cálculo de las distancias genéticas de las
secuencias introducidas en el fichero de entrada, en este trabajo se ha optado por el método biparamétrico de Kimura
(Kimura, 1.980).
Este método se aplica sólo a los ácidos nucleicos y considera el hechode que las transiciones (purina-purina
o pirimidina-pirimidina) ocurren, a menudo, con más frecuencia que las transversiones.
Cuando NJBOOT II ha calculado los valores de distancias genéticas entre las secuencias introducidas en
el fichero de entrada, interviene el programa TREEVIEW (asociado a aquél), el cual permite la visualización gráfica
del árbol filogenético.
Puesto que el árbol obtenido por este procedimiento está en función de las distancias genéticas entre las
secuenciasnucleotídicas, los extremos de las ramas del mismo no se encuentran en la misma vertical, a diferencia de
¡o que ocurre con ¡os dendrogramas de los programas CLUSTAL y DNAPARS.
5.2.3.- Confianza estadística de las ramas ohtenidas
La bondad estadística de las ramas internas de los árboles obtenidos se calculó con el método denominado
‘bootstrap” (Felsenstein, 1.988). En este método se introducen cambios al azar en las secuencias y se analizan. Esto
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se repitedurante varios ciclos (normalmente 100-1.000 ciclos). El resultado final introduce un valor a cada nodo que
da idea de la frecuencia con que aparece dicho nodo en fa totalidad de los ciclos del análisis.
5.2.4.- Cálculo de la proporc¡6n de sustituciones sinónimas y no sinónimas (programa NAG)
NAO (Nei ¿md Gojobori) es un programa FORTRAN para la estimación del número de sustituciones
sinónimas y no sinónimas por sitio nucleotidico, que se basa en el método de Nei y Gojobori (1.986).
En el fichero de salida de datos se dispone de la siguiente informacion:
a) Nombre del fichero de entrada en la primera línea.
b) El resultado del análisis a partir de la segunda linea. El fichero de salida proporciona secuencias
comparadas, número de sitios, número de búsquedas en las que se han encontrado sustituciones, proporción
de diferencias y número de sustituciones por sitio para la región total y las de sidos sinónimos y no
sinónimos. El número de sustituciones por sitio se estima según el método de Jukes y Cantor (1.969).
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6.- NOMENCLATURA ALELICA DE LAS SECUENCIAS
OBTENIDAS
De formaindividualizada, cada secuencia fUe finalmente denominada siguiendo las instrucciones propuestas
por IClein et al. (1.990). El nombre de cada secuencia (o alelo) comienza con cuatro caracteres alfabéticos, Ceoe,
basados en el nombre de la especie de procedencia. Las dosprimeras de estas cuatro letras son, a su vez, las dos
primeras letras del nombre del género (Cercopuhecus), mientras que las otras dos son las dos primeras letras del
epiteto especifico del género (aethiops). Este nombre de cuatro caracteresva seguido por un guión, después del cual
se escribe, en letra cursiva, el gen considerado (DRBi, DRB3, DRB4...), si se está tratando con genes que tienen
ortálogos en HLA, además, un asterisco, inmediatamente después del cual se escribe un dígito de cuatro cifras de
las que las dos primeras hacen referencia al linaje alélico (01, 02, 03...). Los otros dos numerales hacen referencia
al orden de descubrimiento de tales siclos, Un ~empío de lo dicho lo constituye el alelo Gogo~DRB1*1001, en el que
el nombre nos indica que es un alelo de la especie Goriib gorilk¡ (Gogo), perteneciente al gen prototipico DRB 1 y
que, dentro de éste está incluido en el linaje *10 habiendo sido el primer alelo que se describió en tal linaje (01).
Pero si el alelo estudiado exhibe escasa homología con los de PILA, de manera que en este sistema genético
no se encuentran secuencias ortólogas, no siendo posible su asignación a un gen concreto, se omitiráel numeral de
designacióngénica, colocándose el grupo %‘“ inmediatamente después del ténnino “DRB. A continuación de *w
se escribirá un número de tres o de cuatro cifras, en las que las dos últimas harán referencia siempre al orden de
descubrimiento del alelo, mientras que la primera o dos primeras designarán al linaje de la serie “w”. Un ~emplo seda
el alelo Saoe-DRB%‘1403, cuyo nombre nos informa de que es el tercer (03) alelo estudiado en el decimocuarto linaje
no prototipico (%‘14) de la especie Saguinus oedipus (Saoe).
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1.- CARÁCTERIZACION GENICA DE LAS SE-
CUENCIAS OBTENIDAS
1.1.- ALINEAMIENTO E IDENTIFICACION
Como resultado de la secuenciación se obtuvo un total de 27 secuencias nucleotidicas
de los monos verdes africanos analizados. De ellas, 16 fueron descartadas por no cumplir los
requisitos necesarios para su confirmación (obtención de, al menos, tres clones idénticos
obtenidos a partir de un mínimo, en cada una, de dos amplificaciones independientes), o por
tratarse de secuencias fragmentadas, no solapables. Las 11 restantes se consideraron alelos
reales. La tabla 4 reúne todos los datos sobre el número de individuos, clones analizados de los
mismos y secuencias finales.
Las secuencias comprendian los exones 2+3 de genes Mhc-DRB. El amplificado final
tenía una extensión dc 516 nucleótidos, siendo 259 del exón 2, 219 del exón 3, 19 del cebador
directo y 19 del inverso (véase 3.5 de Materiales y Métodos).
Tabla 4.- Individuos, clones de los mismos y secuencias obtenidas
N0 de individuos estudiados 15
N0 de clones analizados 239
N0 de clones confirmatorios 137
N0 de secuencias obtenidas 27
N0 de secuencias confirmadas It
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A las 11 secuencias confirmadas se les dio inicialmente el nombre de tCeae-n”, notación
que denota la especie biológica a partir de la cual fueron obtenidas (Cercopithecus aethiops),
seguido de un número (n) que indica el arden cronológico de su aparición: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9,
10, 13 y 17 (tabla 5).
Tabla 5.- Secuencias obtenidas, número de clones e individuos en los que se han
hallado
Secuencia N0 de clones Individuos
Ceae-l 7 Ve-1, Ve-3, Ve-8 y Ve-lS
Ceae-2 30 Ve-2, Ve-3, Ve-4, Ve-5 y Ve-6
Ceae-3 12 Ve-7, Ve-8, Ve-lO y Ve-lS
Ceae-4 18 Ve-7, Ve-8, Ve-lO, Ve-14 y Ve-16
Ceae-5 4 Ve-l
Ceae-6 6 Ve-I y Ve-8
Ceae-7 11 Ve-lOyVe-14
Ceae-9 6 Ve-1 yVe-8
Ceae-l0 24 Ve-1, Ve-lO, Ve-li, Ve-12 y Ve-13
Ceae-13 14 Ve-lS
Ceae-17 5 Ve-12yVe-l5
A fin de facilitar su comparación, la identificación de residuos nucleotidicos comunes
y diferentes y la búsqueda de señales características, las porciones correspondientes al 20 exón
de dichas secuencias fueron alineadas (figura 34) con la secuencia consenso del exón 2 de genes
Mhc-DRB (O’hUigin et al., 1.993); en cambio, al no aparecer en la bibliografia una secuencia
similar que sea aceptada como consenso del exón 3 en los genes DRB, se recurrió, de manera
arbitraria, a utilizar como referente la secuencia del tercer exón de Ceae-l.
La numeración asignada a estas bases (tanto en el exón 2 como en el 3) está basada en
la que aparece en Zhu y colaboradores (1.991), y en la parte del exón 2 coincide con la que
aparece en O’hUigin y colaboradores (1.993).
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El que estas secuencias correspondían a alelas de los genes DRIB y no a otros genes MHC
de clase II (DQB, DPB, DOB o DMB) se presuponía inicialmente por la pareja de cebadores
empleada en las amplificaciones (diseñados para amplificar sólo genes DRB) y, posteriormente,
por las regiones de amplia homología que tenían con la secuencia consenso de DRB. Su
asignación a DRB se confinnó posterionnente por la construcción de un dendrograma mediante
el programa CLUSTAL (figura 35; véase 5.2.1.1 de Materialesy Métodos). El origen de la rama
de la secuencia consenso de DRIB está aproximadamente en la misma vertical en la que se
encuentran los origenes de las ramas de Ceae-n; por el contrario, los origenes de las ramas de
las secuencias consenso de DQB y de DPB quedan sensiblemente más alejados. Se puede
concluir que las once secuencias analizadas son alelos de la familia DRB y no de otras familias
de MHC de clase II. Las secuencias empleadas para la construcción de este árbol han sido
exclusivamente las del segundo exón, tanto para las secuencias investigadas coma para las
consenso, ya que no se dispone en la bibliografla de secuencias consenso del tercer exón de los
genes DRB, DQB y DPB.
El simple análisis visual de las secuencias revela que las posiciones con cambios
nucleotídicos son más numerosas en la porción correspondiente al exón 2 que a la del exón 3,
situación lógica al ser el primero de ellos el encargado de codificar el dominio ¡31 que es el que
contacta con las estructuras antigénicas variables. También se observa que la longitud de todas
las secuencias estudiadas es la misma, lo que descarta cambios mutacionales del tipo de las
deleciones y de las inserciones.
1.2.- DescripciÓn de las secuencias
A continuación se enumeran las posiciones y cambios que presentan las secuencias DRB
obtenidas de los monos verdes:
Ceae-1: Tiene un total de 22 cambios respecto a la secuencia consenso del exón 2
(O’hUigin et al., 1.993). En este exón los cambios y posiciones nucleotidicas son los siguientes:
G—>A (25, 42, lZ7y 169),T—>G (37 y 258), T—>C (48 y 88), C—>G (84 y 167), A-->G (98, 170,
191, 197 y 211), A—*T (140 y 199), G—>T (182), G—+C (183), T—>A (200) y A—*C (212 y 221).
El exón 3 de esta secuencia es el que se ha usado como consenso de la tercera región exónica.
Ceae-2: Tiene 29 cambios con relación al consenso de exón 2 y 13 en el exón 3. Estos
son los cambios respecto a la secuencia consenso del exón 2: G—>A (25, 66, 102, 207 y 250),
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Figura 35.- Artol de homologías genéticas diseñado mediante el pmgrama CLUSTAL <paquete PC¡GENE):
Nótese que, de las tres secuencias consenso empleadas para la asignación, es la de DRB la que ha quedado situada en la
proximidad inmediata de las 11 secuencias de monos verdes: Las secuencias empleadas para la construcción de este árbol
han sido exclusivamente las del segundo exón.
C-->A (32, 38 y 230), A—>T (35 y 233), T—>C (37, 57 y 96), G—>C (63, 82 y210), T—>A (77 y
91), T—*G (88, 109, 232 y 258), G—.T (112 y 220), A—>G (191 y 212), C—>G (208 y 234) y
A—>C (221). A nivel del exón 3 los cambios hallados son: C—>T (285, 369, 470 y 471), C—*G
(286), A—*G (288 y 497), G—>T (310), C—>A (338), G—>C (404, 444 y 447) y G—>A (435).
Ceae-3: Veintidós cambios en la segunda región exónicay ocho en el tercer exón: G—*T
(25), A—>G (26, 211 y 245), T—>G (37 y 258), G—>A (40), T—>C (48, 57 y 88), T—~A (77 y
200), C—*G (84), A—*T (110, 151, 191 y 199), C—*A (111 y 230), A—>C (212 y 221) y C—>T
(231). En el exón 3 se pueden ver: C—>A (338), C—>T (369), G—>C (399, 444 y 447), G—>A
(403 y 435) y A—>G (497).
Ceae-4: Hay 19 cambios cuando se compara con la secuencia consenso del segundo
exón, cuyas posiciones y bases implicadas son: C—>T (32, 231, 241), T—>C (57), A—>T (140,
151), C—>A (167,230), C—4A (169,207), A—>G (170, 191,211), A—>C (199,221), C—>G (208),
G—~C (210), G—*T (220), T—>G (258). En el tercer exón los cambios son cuatro: C—*T (343
y 369), G—>A (435) y G—>C (444).
DPi CONSENSO
«ji CONSENSO
DR»CONSENSO
Ceae-1O
Ceae-9
Ceae-17
Ceae-3
Ceae-5
Ceae-1
Ceae-13
Ceae-4
Ceae-7
Ceae-6
Ceae-2
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Ceae-5: Son yeinticinco los cambios que esta secuencia exhibe en el exón 2 si es
confrontada con el consenso, y sólo 8 en el exón 3. Se diferencia de Ceae-3 en que, comparada
con la consenso, presenta, además, las modificaciones A—>G (56), G—*A (60, 74) y T—*C (71)
y, por contra, carece del cambio A—>G (245). Su tercer exón es idéntico al de Ceae-3.
Ceae-6: Son 22 los cambios que tiene esta secuencia, comparada con la consenso del
segundo exón, y 7 si la comparación se centra en el tercer exón. Tiene los mismos cambios en
el segundo exón queya se han visto en Ceae-4 más ¡os tres siguientes: C—>T (123), G—*C (217)
y T—*C (255). Comparada con Ceae- 1 (tomada como consenso del tercer exón), son siete los
cambios observados: C—*A (343), C—*T (369), A—>G (401), G—*C (404 y 444), T—3C (430)
y G—>A. (435).
Ceae-7: El análisis nucleotídico revelaun único cambio de esta secuencia con relación
a Ceae-4, y es la transición A—*G (359).
Ceae-9: En esta secuencia se han visto 21 cambios de base al compararla con la
secuencia consenso del exón 2, que son: G—>C (25 y 31), C—>A (32), T—>A (33 y 119), T—>G
(37, 131, 232 y 257), T—>C (48, 57 y 200), G—*A (69, 114 y 217), C—*G (78, 84 y 234), A—>G
(199 y 212) y A—>T (233); y otros 10 con la del exón 3: C—*T (324 y 369), A—*G (335, 359 y
497), C—>A (338), G—>A (404 y 435), G—+T (437) y G—>C (444).
Ceae-1O: Hay un total de 28 cambios con respecto a las secuencias consenso, 20 de ellos
con relación al exón 2 y 8 con el exón 3. Si el exón 2 se confronta con el de Ceae-9 (con la que
guarda una estrecha relación), carece de los cambios T—*C (48), G—>A (114) y T—>G (131) y,
en cambio, presenta dos nuevos: A—*T (140) y A—>C (179). A nivel del tercer exón, y tomando
como referente la secuencia anteriormente descrita, presenta un cambio nuevo, que es G—>A
(377) y carece de otros tres de aquélla: A—>G (335, 359) y G—*T (437).
Ceae-13: La porción exónica segunda tiene un tota] de 17 cambios respecto a la
consenso, los cuales son los que también muestra Ceae-4, con la salvedad de A—>G (191) y
A—>C (199). Los 5 cambios vistos en el tercer exón, respecto a Ceae-1 , son: C—*T (360 y 369),
G—>A (435), G—*C (444) y A—>G (497).
Ceae-17: En su exón n0 2 se han encontrado 19 diferencias nucleotidicas en relación a
la consenso del mismo segmento génico. Esa secuencia es muy parecida a Ceae-3 y, frente aella,
carece de los cambios reseñados en ésta como A—*G (211 y 245), A—>C (212) y T—*G (258),
pero presenta una nueva sustitución, la transversión T—>G (257). El tercer exón de esta
secuencia es idéntico al de Ceae-3
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2.- ASIGNACIÓN DE LAS SECUENCIAS
OBTENIDAS A LOCI O A LINAJES DE Mhc-DRB Y
NOMENCLATURA
Una vez establecido que las secuencias confinnadas de mono verde correspondían a
genes DRB (figura 35), la siguiente etapa del trabajo consistía en averiguar (asignar) qué genes
DRB eran y, dentro de los mismos, a qué linajes pertenecían.
Dicha asignación se llevó a cabo mediante dos metodologías:
a) Búsqueda, dentro de las secuencias en estudio, de motivos específicos de un locus o
linaje (residuos aminoacídicos) o combinaciones de tales motivos, que son compartidos
por alelos de los que ya se sabe que pertenecen a dicho locus o linaje y están ausentes en
el resto de los alelos.
b) Construcción de árboles filogenéticos (dendrogramas), en los que las secuencias son
agrupadas en ramas tanto más próximas entre si cuanto mayor es la homología existente
entre ellas. Para la construcción de los dendrogramas se utilizó, al menos, una secuencia
representativa de todos los loci y linajes descritos en póngidos, monos delNuevo Mundo
y monos del Viejo Mundo.
2.1.- Búsqueda de motivos específicos de locus/linaje
Para la asignación alélica efectuada en este trabajo no se emplearon las secuencias
nucleotidicas como tales, sino sus equivalentes aminoacídicas (véase 1.5.4 de Introducción).
Para ello fue preciso traducir las secuencias nucleotidicas de la figura 34 a sus correspondientes
secuencias aminoacídicas (figura 36). Para la comparación de motivos se utilizaron las
compilaciones publicadas por O’hUigin y colaboradores (1.993), Slierendregt y colaboradores
(1.994) y Figueroa y colaboradores (1.994).
El hecho de que las secuencias consenso de la bibliografla carezcan de la porción exónica
3 obligó a que la búsqueda de motivos aniinoacídicos se limitase al exón 2. No obstante, en las
familias génicas de MHC de clase II, la mayor parte de los residuos polimórficos reside en el
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exón 2, siendo por tanto esta porción la que, por sus diferencias composicionales, determina la
clasificación de los diferentes linajes génicos de clase II en el sistema MHC’
Tras la identificación, en las secuencias “Ceae-n” de los motivos necesarios para las
asignaciones, se vio que (tabla 6):
1.- La secuencia Ceoe- 1 tiene una combinación de 10 aminoácidos presentes como tales
en alelos del linaje DRBtwÓ. Estos aminoácidos son: 1(9, A13, E28, 1130, 1(56, S57, Fil, 666,
Y67 y A74. En menor medida, también han contribuido a esta asignación dos aminoácidos que
sólo están presentes en una minoría de alelos pertenecientes a este linaje, y que son F47 y A71.
2.- La secuencia Ceae-2 presenta una gran similitud secuencial con los alelos
encuadrados en todos los linajes del locus Mhc-DRBS. A la hora de discernir con cuál de ellos
podía filiarse, se vio que el linaje DRBS*0J era el más apropiado, pues la secuencia en análisis
presenta hasta 10 aminoácidos en una combinación posicional que es propia de aquél. Son los
residuos 1(9, 011 (exclusivo del locus DRBS; tabla 6), Y26, 1128, D30, 131, D37, 128, 1>70 y
R71. En menor medida, también se ha considerado la presencia de S74. Con otros linajes de este
locus la compartición de motivos, aunque numéricamente importante, es menor que la vista en
DRBS*01 (8 aminoácidos compartidos con DRBS*02, 9 con DRBS*03, 5 con DRBS*04, 8 con
DRBS*O5, 7 con DRBS*06 y 6 con DRBS*07).
3.- Las secuencias Ceae-3, Ceae-5 y Ceae-17 son sumamente parecidas entre si, por lo
que, apriori, puede pensarse que forman parte de un mismo linaje. De hecho, se ha visto que
las tres exhiben una gran semejanza con secuencias del linaje DRBJ *Q7 Los aminoácidos
comunes a estas tres secuencias y al linaje mencionado son: W9, A13, 1(14 (exclusivo del linaje;
tabla 6), Y26, E28, 1130 y N77; además, Ceae-5 tiene Q25, que es un aminoácido también
hallado en este linaje.
4.- Hay otras cuatro secuencias con una gran homología entre ellas y, por tanto,
susceptibles de poder encuadrarse en un mismo linaje. Son Ceae-4, Ceae-6, Ceae-7 y Ceae-13.
No obstante, la búsqueda de motivos de linaje arrojó, inicialmente, unos resultados no
inequívocos para la asignación alélica de estas secuencias, pues, a diferencia de lo ocurrido en
otras secuencias de este trabajo, en éstas no se encontró una única combinación del suficiente
número de aminoácidos para lograr tal objetivo. Así, se vio que estas cuatro secuencias podían
ser del linaje DRBJ *03 por la presencia de 1>70 y S74; pero también podían ser del linaje
DRBJ*04 por la aparición de Vil, L67 (no en Ceae-13) y 070; incluso cabía la posibilidad de
encuadrarlasen el linaje no ortólogo DRB*w21 al presentar los residuos Vil, N77 y VSi. Es por
¡20
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ello por lo que para confirmar la asignación de estas secuencias ha sido necesario, mucho más
que en los otros grupos, recurrir a la búsqueda de motivos no tan ubicuos como los que han sido
reflejados en la tabla 6. De esta manera se vio que las cuatro secuencias presentaban
aminoácidos descritos en algunos alelos del linaje DRBJ*03 , entre los que hay que citar Vil,
F47, SM, 557, R64 (no en Ceae-13), L67 (íd.), E71, N77 y VS!. También se encontraron
aminoácidos poco frecuentes asignados asecuencias alélicas de DRBJ *04, como F47 y 557. Del
linaje DRB*w21 se encontraron S51 y 1(64 (no en Ceae-13). De esta manera, y puesto que la
búsqueda de los aminoácidos más frecuentes de un linaje no ha sido suficiente para realizar una
primera asignación de estas secuencias, parece ser que, siguiendo un criterio cuantitativo (basado
en el número de residuos que se han llegado a encontrar), la búsqueda de los aminoácidos menos
frecuentes de tales linajes favorece la asignación hacia el linaje DRBJ *Q3
5.- Por último, se ha visto que las secuencias Ceae-9 y Ceae-10 también podrían ser
candidatas, por su gran semejanza, a ser asignadas a un mismo linaje, el cual puede ser DRB*.w7,
con el que se ha visto que tienen seis aminoácidos en común: Q9, Qil, A13, E28, 1(71 y G86.
Otros aminoácidos importantes para esta asignación, pero presentes en sólo pocos alelos de este
linaje son: L26, Y40, A67 y T73.
Así pues, ocho de estas secuencias tienen contrapartidas identificadas en alelos ortólogos
de HLA (siete DRBl y un DRES; todas ellas tienen en común la posesión de asparagina en la
posición 77). Por el contrario, tres de estas secuencias no tienen suficiente homología con alelos
MHC de clase II encontrados en Horno sapiens, y es por ello que han sido encuadradas en la
serie de linajes DRB%’ (carecen del mencionado aminoácido).
2.2.- AsignaciÓn de nomenclatura
Según lo expuesto en Materiales y Métodos (apdo. 6), las once secuencias confirmadas
se nombraron como se ve en la tabla 7, en la que tambiénconstan los números de acceso dados
en las bases de datos en las que han sido registradas, GenBank o Genome Sequence DataBase.
121
M
anuelRncalSánchez
z
W
W
w
O
m
W
—
W
Z
Z
~
~
z
~
~
z
z
z
z
>
‘.
>
-
>
.>
>
-
>
-
z-~>->,~
a
¡
a
a
a
*
-
~
a
a
4
.4
‘o
u
o
s
s
u
o
c
u
E-’
>
-
~
.4
O
¡O
Q
~
Q
n
5
-
~
-
~
.4
¡
e
Q
3
‘o
r
-
e
c~
CÉ
—
t4
e,
—
e!
e
o
o
e
¡
~]Nj
~I;
~
u
D
ne,dhr¿ne
•
<
~4
‘o
1
”Iiit3:A.:•
1~’
‘o4~e
zoaaEoaau¡94auteouuanoauauouu1-E-‘aErsou‘ao1E3a
122
ManuelRosalSánchez
Resultadas
•
E
,
•
¡
•
1~
•
‘o
•
e.
•e
.
•
e.e.e.
171•e.
E
-
lii1—0.~•
E
-’
‘
‘o
•
‘e
•
E,
•
e.
‘e
¡
¡~
—
—
—
—
—
<
.4
—
a
m
w
~
¡
¡
.4
>
-
.4
.4
>
,
.4
¡
¡.4
a
¡
¡
.4
.4
.4
.4
z
z
z
~
z
¡
¡
o
~
<
<
<
<
C
i
Z
~
E-
¡
U
~
40
.
~
-
>
>
z
”
->
o
,
C
i
1
*
i
a
123
e
e
e.
—
•
~
v~
‘o
1-
‘u
O
—
‘ouuou‘ou3u
M
anuelRosalSánchez
Resultados
‘e<aaoua
.0uH
124
ManuelRosalSánchez
Resultados
‘oci0ou
‘ou3u
1
.1
125
ManualRosalLinchar
Resultados
0‘o<aOOOo<a‘Oa3aE-
126
ManuelRosalSánchez
Resultados
‘a
•
It
•
e.rsrs
‘E—
4
:‘e
1UF—
0.
C
iC
i~
U
C
iC
jC
iC
i~
C
i..4
~
’.C
i
~
C
i
—
~
m
~
2
~
J
L
L
1
o
*
E~.
~Z
•
*
Z
Z
Z
a
<
<
<
<
a
a
n
<
<
<
<
<
a
<
o’
E-
C
iC
i
C
i
C
i
~
W
r~d
~
.4
¡
.4
P
,P
.~
A
~
~
.4
.4
>
¡
¡
•
C
i
•
C
i
E-
C
i
C
i
‘e
-
‘O•e.
-
e.
-
‘e
‘
‘o
—
e
.
U
--’
-
‘e
Lz.
127
O
O
.4e.
,
‘e
M~
‘o
rs
0’
0
—
e
.
-11-1Co
-
-
o
<U
E
.E
IZ
a>
Eo
E
W
-J
o.
0
-
_
‘u
a
‘O
O
~
>
~
>
c
~
-o
‘u
s
8
o
O
4>
C
e
a
-O
y
o
=
~O
c
c
u
&
”’
S
c~
o
o
.—
g
‘rn
‘u
8
o
n
a
E
‘u
o
4>
—
‘y
e
4>
4
>
00>
w
~
c
c
o>
-Q
.
~
,
e
•
a
,
o
4>a>e‘u
.
,
u
,
0
0
a
,
w
o
‘
-
-4>
15
E
.
~
‘8
~
-
—
D
~
cr
0>
‘o
~
‘fl
~E
5c3~
‘ouu‘EOo<a‘OO3OE-
Manuel Rosal Sánchez Resultados
Tabla 7.- Denominación alélica de las secuencias investigadas y número de
registro asignado
Secuencia Ceae-ET
1 w
104 627 m
186 627 l
S
BT

1
2
3
4
5
6
7
9
10
13
17
Alelo Ceae-ET
1 w
284 627 m
341 627 l
S
BT

DRB*w601
DRBS*0101
DRBJ*0701
DRBI*0301
DRBJ *0702
DRBJ *03 02
DRBJ*0303
DRB*w701
DRB*w702
DRBJ *0304
DRBJ *0703
N0 de acceso
IAl 537
U19283
U19284
U 19285
L47989
L47988
U19286
L47987
IAl 538
L4 1539
Ml 540
2.3.- Construcción de dendrogramas
Las asignaciones de las secuencias obtenidas se corroboraron, tras la comparación de
motivos, por un segundo método, consistente en la construcción de dendrogramas que agrupan
en una misma rama a las secuencias que guardan mayor homología o menor distancia genética
entre si.
Los árboles filogenéticos que aparecen en esta sección han sido construidos utilizando
un total de 56 secuencias nucleotídicas (figura 37), siendo once de ellas las investigadas en este
trabajo; las otras 45 secuencias son alelos previamente publicados y pertenecientes, todos ellos,
a una amplia selección de especies de póngidos, monos del Nuevo Mundo y monos del Viejo
Mundo. Se ha escogido, al menos, una secuencia representativa de cada linaje alélico que haya
sido visto en la familia Cercopithecidae.
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En los programas informáticos que se citan sólo se han introducido secuencias
correspondientes a los segundos exones, puesto que son éstas las que se hallan disponibles en
la bibliografia. Los terceros exones de las secuencias de Cercopithecus aethiops han sido
descartados, pero, tal como se argumentó en 2.1, esta limitación de datos no afecta a la fiabilidad
de los resultados finales de asignación alélica que se obtengan.
2.3.1.- IPendrograma de máxima parsimonia
Tras la introducción de las 56 secuencias comentadas, el programa DNAPARS rindió un
fichero de salida en el que se había construido un árbol como el representado en la figura 38. La
ubicación de las secuencias ~Ceae~n<aen determinados lugares del árbol confirman la asignación
alélica que se había hecho por medio de la búsqueda de motivos aminoacidicos específicos:
1.- La rama correspondiente a la secuencia Ceae~DRB5*0101 (inicialmente llamada
Ceae-2) está estrechamente asociada con otra rama representativa de un alelo de este mismo
linaje> tal como es Gogo~DRB5*0101. A su vez, estas dos ramas están asociadas, en un racimo
mayor, con otras cuatro secuencias del gen DRB5. Se confirma así la estrecha homología de
Ceae-2 con secuencias pertenecientes al locus DRB5 y, dentro de éste, más concretamente, con
el linaje DRBS*01.
2.- Los alelos Ceae-DRB1 *0301 Ceae-DRBJ *03 02, Ceae-DRBJ *0303 y Ceae-
DRBJ*0304 están juntos en una misma rama, confirmado así la evidente relación que ya había
sido comentada para los mismos en 2.1 - Las cuatro ramas de estos alelos han sido situadas por
el programa en la vecindad de dos alelos del linaje DRB1 *03, que son Mane-DRBI *0301 y
Gogo-DRBJ *0307. En esa misma vecindad, pero algo menos próximas, hay dos secuencias del
linaje DRBJ *04 que son Marnu-DRBJ *0402 y Mamu-DRBJ *0403 Cuando se buscaba la
filiación de estas secuencias por motivos de linaje se dijo que guardaban una similitud algo
mayor con el linaje DRBI *03 que con otros dos linajes probables, que eran DRBJ *04 y
DRB*w21. En este árbol, las secuencias del linaje DRB*w21 han quedado muy alejadas, y a
tenor de la topología que exhiben las secuencias de DRBJ *03 y de DRBI *04, puede sugerirse
que la filiación postulada en 2.1 es correcta.
3.- Se confirma que las secuencias inicialmente llamadas Ceae-3 (Ceae-DRBI *0701),
Ceae-5 (Ceae-DRBI *0702)y Ceae-17 (Ceae-DRBJ *0703) son alelos del linaje DRBJ *07, tal
como se ve por su gran proximidad, en una misma rama, al alelo Mamu~DRB1*0701.
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Figura 38.- Artol filogenéticca obtenido mediante el método de máxima parsimonia (programa DNAPARS del
paquete PHYUP>, de un total de 56 secuencias del axón 2 de genes DRB de primates. Las secuencias de mono verde
estudiadas en este Úab~o, con sus denominaciones alélicas oficiales, se han representado en rojo.
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4.- Los alelos Ceae~DRB*w701 y Ceae-DRBtw702 han sido asociados, sin ninguna
anibigúedad, con otros dos alelos de ese mismo linaje: Marnu-DRBJ *w701 y Mamu-
DRBJ¾v702.Se ratifica así la pertenencia a este linaje de esas dos secuencias de Cercop¡thecus
aeth¡ops.
5.- La rama del alelo Ceae~DRB*w6O1 se halla en estrecha asociación con la rama del
alelo Marnu~DRB*w601. Este patrón concuerda con la asignación que se había hecho de esta
secuencia de monoverde (Ceae-I) mediante el método de búsqueda de motivos de locus/linaje.
2.3.2.- Arbol filogenético consensuado del método de máxima parsimonia
En la figura 39 se representa un árbol consenso obtenido tras la ejecución del programa
CONSENSE (véase 5.2.1.3 de Materiales y Métodos). Pese a que su diseño difiere de forma
evidente del descrito en la figura 38, puede verse que la ubicación de las ramas representantes
de las secuencias de mono verde permite una asignación alélica idéntica a la que se consiguió
mediante el árbol único.
Aún así, pueden comentarse dos mínimas diferencias de este árbol en relación con el no
consenso:
Las cuatro secuencias que ya habían sido asignadas al linaje DRBJ *03 están en la
misma asociación con un alelo de este linaje (Mane-DRBJ *0301) que con otro de DRBI *04
(Mamu-DRJ3I*0403) Esta ambigliedad se resuelve hacia DRBI *03 puesto que a este linaje
pertenece el siguiente alelo situado en la vecindad de las cuatro secuencias problema (Gogo-
DRBJ *0307), mientras que el segundo alelo, usado en la filiación, del linaje DRBI *04 (Marnu-
DRBI *0404) queda algo más alejado de aquel racimo de secuencias y además, él mismo forma
un racimo aparte con los alelos Patr-DRBI*0701, Patr-DRBI *0 702 y Mamu-DRBJ *0402. Al
igual que ocurría en el dendrograma previo, las ramas representativas del linaje DRB*w21
quedan alejadas del lugar que ocupan las cuatro secuencias de Ceae-DRBJ *03.
2.- Hay un alelo del linaje DRB1 *02 (Patr-DRBJ *0201) cuya ramaha sido situada por
el programa en el mismo racimo en el que se encuentran todas las secuencias del locus DRBS
que se han usado para filiar Ceae-2. Esta asociación no se veía en el árbol único de parsimonia
pero, aún así, el que aparezca en el árbol consenso no invalida en absoluto la asignación que, a
favor del linaje DRBS *01, se ha hecho en la segunda secuencia hallada de mono verde africano,
puesto que la rama representativa de ese alelo de DRBJ *02 tiene su origen en el nodo más distal
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Figura 39.- Dendrograma obtenido, mediante la actuación secuencial de los programas SEQBOOT y
CONSENSE, de 56 secuencias del segundo axón de genes ORE de primates. Este árbol se ha obtenido mediante la
programación de un total de 100 ‘bootstraps’. Otro árbol obtenido con 1.000 ‘bootsúaps’ (no mostrado en este trab~o) mostró
una topologia de ramas y una localización de los alelos prácticamente idénbca a la del que se muestra en esta figura.
Sar-flfl» Sn,j 902
Mamas-flflflS ‘-0401
Mano-flan Sn’201
Man.ts-flfln Sn’306
Mamas-fin» Sn’301
Coas-flan ‘w601
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de ese racimo de secuencias. Esta topología parece sugerir la existencia de una cierta homología
entre algunas secuencias de DREl y de DRBS, y en tal sentido merece la pena comentar que
Kenter y sus colaboradores (1.992) y Slierendregt y Bontrop (1.994) ya apuntaron la existencia
de una asociación débil, a nivel evolutivo, entre esos dos locí.
2.3.3.- Árbol de distancias genéticas
Este árbol se generé mediante el programa NJBOOT (5.2.2 de Materiales y Métodos).
La figura 40 representa un dendrograma tal como es generado por el programa
TREEVIEW. En él puede verse que las asignaciones alélicas coinciden plenamente con las que
se han obtenido mediante los anteriores métodos usados en este trabajo: búsqueda de motivos
aminoacídicos específicos de locus/linaje, construcción de un árbol de parsimonia y
dendrograma consenso.
Al igual que ocurrió en los dos árboles previos, las cuatro secuencias de alelos Ceae-
DJiBI *03 se asocian muy estrechamente con secuencias de los linajes DRBJ *03 y DRBI *04
pero a la vista del patrón de arracimamiento, la homología es algo mayor con DRBJ *03. Por otra
parte, vuelve a confirmarse el hecho de que, del conjunto de linajes del locus DRB5, es el
DRBS*0I el que lilia más estrechamente con la secuencia Ceae-2.
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£o-DSSSflJ5O1
M..CE*6
1O1O.I
Figura 40.- Dendrograma de secuencias del exón 2 de genes Mhc-DRB en el que se reflejan las relaciones
filogenéticas de los once aleles Ceae-DRB estudiados en este flb~o. EJ árbci fue construido por el método NJEOOT. Se
programaron un total de 100 bootstrapr para diseñado. Los valores de toottrap se muestran en las bifurcaciones de las
ramas correspondientes a los alelos de mono verde. En la esquina inferior izquierda se aprecia una escala representativa de
las distancias evolutivas.
0015.03045
s—’DshItosoI
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3.- IDENTIFICACION DE INDIVIDUOS CON
DUPLICACIONES GENETICAS
Tras la asignación de cada alelo a cada uno de los 15 individuos a partir de los cuales
habían sido obtenidos (tabla 8), se observó que tres de estos individuos, los llamados Ve-8, Ve-
10 y Ve-lS presentan tres alelos del gen DRB1.
Tabla t- Alelos Ceae-DRB encontrados en cada mono verde individual
Individuo Alelas Ceae-DRB
1*0302,
5*0101
5*0101 %‘601
5 *0101
5 *0101
5 *010]
1*0301,
¡ *0301,
1*0301,
*,j~ 702
1 *0703, *w702
*w702
1 *0301, 1 *0303
1*03041*0701,1*0703, %‘601
1*0301
1*0702 *w601, *w701, *w 702
1 *0701
1*0302,1*0701, *w601, *w701
1*0303,1*0701, *w702
Se han subrayado los individuos en los que se han encontrado genes DRB duplicados.
Ve-1
Ve-2
Ve-3
Ve-4
Ve-5
Ve-6
Ve-7
Ve-8
Ve-lO
Ve-li
Ve- 12
Ve- 13
Ve-14
Ve- 15
Ve- 16
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El individuo Ve-8 tiene los alelos DRBJ *0301, DRBJ *0302 y DRBI *0701; en el
individuo Ve-lO se encuentran DRBI*0301, DRBI*0303 y DRBI*0701 y, por último, en Ve-lS
se han hallado los alelos DRBJ *0304, DRBI *0701 y DRBI *0703 Esto significa que algunos
haplotipos 1v/lic de esta especie podrían llevar dos copias del gen DRB1.
Puede observarse que los tres individuos portadores de la duplicación comparten un
mismo alelo, el DRBJ *0701. Como se verá posteriormente, este alelo es el único de los 11
descritos en este trabajo, que podría carecer de funcionalidad (véase 4.5.2).
No obstante, el alelo DRBJ *0701 no aparece exclusivamente en los individuos con
duplicaciones genéticas, puesto que puede apreciarse que también se halla en el individuo Ve-7
que, a la vista de los resultados, no parece tenerlas.
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4.- CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS
PRODUCTOS PEPTIDICOS
A priori, se supone funcionalidad a los once productos peptidicos derivados de los alelos
caracterizados por haber sido obtenidos a partir de ADNc y no presentar deleciones ni codones
de paro. Pero, además de esto, se han llevado a cabo análisis específicos para ratificar tal
suposición (el de sustituciones sinónimas frente a no sinónimas y el de residuos relevantes para
estructura y funcionalidad).
4.1.- Análisis de sustituciones sinónimas y no sinónimas en la región de
unión al péptido y fuera de ella
El cálculo de sustituciones sinónimas y no sinónimas en los distintos alelos, genes y
clases del MHC ha puesto de manifiesto que la diversidad polimórfica en moléculas proteicas
de MHC es, sobre todo, el resultado de una presión selectiva que tiende a provocar cambios
mutacionales no conservativos (que modifican el aminoácido) en la región de unión al péptido,
mientras que en el resto de la proteína, que no corresponde a dicha región, las mutaciones que
ocurren suelen producir cambios sinónimos (que no modifican el aminoácido).
Esto caracteriza precisamente a los alelas cuyo producto tiene función presentadora de
antígeno, por lo que si en monos verdes el resultado es similar se podrá deducir que los
productos alélicos estudiados en esta especie también serán presentadores.
En un total de dos series independientes de procesamiento de datos, una para la
secuencia codificante de ABS (48 nucleótidos), y la otra para los nucícótidos de la región no-
ABS (195; los 16 nucleótidos del extremo 3’ del segundo exón no han sido tenidos en cuenta para
este análisis por su naturaleza monomórfica), el programa enfrenté cada una de las once
secuencias con las diez restantes y, haciendo en cada emparejamiento una distinción entre sitios
sinónimos y sitios no sinónimos, calculó unos parámetros correspondientes a “numero de
sustituciones por sitio ±error estándar”.
El siguiente paso ha sido calcular las proporciones de sustituciones sinónimas por sitio
sinónimo (d,) y las de las no sinónimas por sitio no sinónimo (&) para cada par de secuencias
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Véase que si en cadacolumna (ABS y no-ABS) se procede a efectuarel cociente de cada
pareja de valores (d~/d8), éste siempre resulta superior a la unidad en las regiones ABS en todas
las confrontaciones de grupos génicos que se hacen, lo que da a entenderque en estas zonas, los
cambios nucleotidicos producidos serán en la mayor parte de las veces del tipo no sinónimo,
productores de nuevas moléculas de péptido MHC de clase II. Por contra, en la segunda columna
(no-ABS) los cocientes 4/da de las cuatro parejas de valores siempre son inferiores a la unidad,
lo que nos dice que en la región no-ABS la mayor parte de los cambios nucleotidicos que se
producen son del tipo sinónimo.
En suma, los resultados obtenidos concuerdan con los que, en la bibliografia, se han
publicado referentes a los mismos cálculos efectuados sobre alelos funcionales y, por el
contrario, se oponen a los vistos en estudios similares del gen DRB6, el cual es probablemente
un gen no presentador. Estos datos apoyan que los alelos estudiados en Cercop¡thecus aehiops
muy posiblemente codifican para moléculas cuya función es la presentación del antígeno.
4.2.- Análisis de posiciones relevantes para la funcionalidad de la
proteína DRB
Existen ciertos residuos en determinadas posiciones de la cadena DR~ cuya conservación
es fundamental para que la proteína adopte una estructura correcta y sea plenamente funcional
(véase 1.2.2.2. de Introducción).
En los once alelos secuenciados de DRB de mono verde se analizó específicamente la
presencia o ausencia de dichos residuos con el fin de comprobar si dichos alelos podían codificar
para variantes proteicas que cumplieran requisitos de funcionalidad.
4.2.1.- Mantenimiento de las dos cisteinas en las posiciones 15 y 79
Las cadenas DRJ3 de las moléculas presentadoras de antígenos poseen dos cisteinas
críticas para su correcto plegamiento, que son las de las posiciones 15 y 79 del dominio ~3l
(Kaufman et al., 1.984; figura 4 la). La importancia de estos dos residuos radica en que entre
ellos se forma un puente disulfuro fundamental para que la proteína adopte la adecuada
conformación tridimensional.
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La secuenciacióndel tercer exón en los once alelos Ceae-DRB analizados ha permitido
constatar en todos ellos la existencia de unacisteina en la posición 117, al igual que en el resto
de las proteínas DRB. Debido a que la amplificación de las secuencias de monos verdes
concluye en el codón que codifica el aminoácido de la posición 167, no se puede constatar en
este trabajo la presencia de una
4a cisteina, que debería aparecer en la posición 173 del dominio
~2.
4.2.2.- Mantenimiento de los residuos que estabilizan el dímero a/13 y controlan la
complejidad del péptido presentado
De gran importancia para la estabilidad del heterodímero a/13 es la posición 86 (véase
1.2.2.2 de Introducción), como demostraron Verreck y colaboradores (1.993). Todos los alelos
HLA-DRB flmcionales presentan los aminoácidos glicina o valina en la posición 86 del exón 2.
Además de su función estabilizadora, dichos aminoácidos también condicionan la naturaleza y
la longitud de los fragmentos peptídicos antigénicos que será capaz de presentar la molécula
MHC-DRB (Demotz et al., 1.993), porque según sea esta posición ocupada por un aminoácido
provisto de cadena lateral voluminosa (valina) o no (glicina), así estará condicionada
estéticamente la hendidura de unión para poder albergar en su interior péptidos procesados de
tamaño pequeño o más grande, respectivamente.
En los once alelos Ceae-DRB esta posición está ocupada por glicina o por valina, sin que
se hayan visto otros residuos en esta posición. No obstante, este dimorfismo de la posición 86
no está balanceado, ya que hay ocho alelos con valina y sólo tres con glicina.
En la figura 41b se representa esquemáticamente la posición de este residuo 86 y su
cercanía a la cadena DRa, con la cual interacciona, estabilizando el heterodímero a/13.
4.2.3.- Mantenimiento de los residuos para la formación de dímeros DR/DR
En los once aleles Ceae-DRB se analizaron los aminoácidos presentes en las interfases
de los dominios 131 y 132 que estabilizan los dímeros de a13. La interfase del dominio 131 la
forman los aminoácidos de las posiciones 49, 50, 51, 52 y 55 (véase 1.2.2.2 de Introducción), las
cuales están extremadamente conservadas en humanos, presentando, respectivamente, los
aminoácidos alanina, valina, treonina, ácido glutámico y arginina. Estos mismos aminoácidos
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ocupan esas mismas posiciones en los alelos analizados de Cercoplihecus aethiops con la
salvedad de la posición 51, en la que algunos alelos (los cuatro del linaje DRBI *03 y los tres de
DRBJ *07) presentan serna.
Si se comparan las estructuras moleculares de los aminoácidos treonina y serma se verá
que ambos, además de ser neutros y polares, disponen de una cadena alifática terminada en un
grupo hidroxilo. Esto hace pensar que la modificación, en la posición 51, dcl aminoácido
treonina por otro que es serma no va a repercutir de forma negativa en la capacidad de esta
región del exón 2 para constituirse en la primera de las interfases de unión estabilizadoras del
dímero DR/DR.
De hecho, el aminoácido seria se encuentra en esa mismaposición, en otros alelos de
primates del linaje DRA] *03 tales como Gogo-DRBI *0305, Male-DRBJ *0301, Mamu-
DRBi *0301 Mamu-DRBJ *0302 Mama-DRA]*0303 Mamu-DRBI *Q3jj, Mamu-DRBI *03 14,
y Mane-DR.BJ *0301.
Se ha encontrado 551 en otros loci y linajes de DRB, pero no en los que ya hay descritos
correspondientes al linaje DRBJ*07, siendo los primeros que se describen con esta característica
estructural los tres alelos Ceae-DRBJ *07 que se exponen en el presente trabajo, aunque esto
quizás no sea debido a una carencia de ese aminoácido en esa posición en alelos de este linaje
génico, sino al escaso número de alelos de tal linaje que hay disponibles en la literatura
científica: tan sólo tres ajelos, das de chimpancé y uno de mono rhesus.
En el esquema tridimensional de la figura 41 c puede apreciarse que estos cinco residuos,
invariables en los once alelos caracterizados (salvo la posición 51), ocupan una posición
periférica en la cadena ¡3, lo cual los capacita para llevar a cabo esas interacciones de corto
alcance con los mismos residuos de la otra cadena 13 del dímero DR/DR.
Mientras que los residuos A49, V50 y T/SS 1 de ambas cadenas beta del heterodímero
establecen interacciones de tipo hidrofóbico por sus cadenas laterales, el ácido glutámico de la
posición 52 y la arginina de la posición 55 forman puentes salinos cruzados. El residuo (11u52
(cargado negativamente) de un dominio 131 es capaz de interaccionar electrostáticamente con
Arg55 (con carga positiva) del otro dominio 131 del heterodirnero. Análogamente, la arginina del
primer dominio 131 también puede establecer esta interrelación con el ácido glutámico de la otra
región ¡31.
La segunda interfase de unión del dímero DR/DR se localiza en el dominio proteico 132,
codificada por el exón 3. La componen siete aminoácidos cuya identidad y posiciones en alelos
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DRí humanos es: LyslO5, Hisí 11, Hisí 12, Leul 14, Vall42, Val143 y Glu162. Hisí 11, Hisí 12
y Glul62 interaccionan con residuos del dominio ct2 de la otra molécula de DR, formando tres
puentes salinos.
Los siete aminoácidos están muy conservados en alelos DR humanos, habiéndose
encontrado una muy ligera variabilidad en las posiciones 105, 111 y 112, que siempre van a estar
ocupadas por un aminoácido catiónico. Este mismo patrón secuencial se ha visto en los alelos
estudiados de Cercopñ’hecus aethiops: siempre aparece lisina en la posición 105, histidina en la
¡11 y nuevamente histidina en la posición 112, con la única excepción en este último caso, del
alelo Ceae~DRB*w70I, donde la histidina ha sido reemplazada por el aminoácido arginina,
igualmente catiónico.
En el estudio de esta segunda interfase de unión no se ha podido hacer un análisis
estructural comparativo con los alelos de primates de otras compilaciones, ya que en éstas el
estudio nucleotídico y aminoacídico afecta solamente al segundo exón o dominio proteico 131,
pero puesto que ya se ha constatado el menor polimorfismo de esta región con relación a la
precedente del exón 2 (o dominio proteico ¡31), no hay razón para pensar que el patrón
secuencial de la segunda interfase de unión de los productos proteicos DRB de mono verde sea
muy diferente al que realmente se presente, cuando sea secuenciado, en otros productos alélicos
de esta misma región, en primates.
4.2.4.- Residuos en las posiciones de interacción con CD4
Las moléculas funcionales de DRB deben poseer los residuos necesarios para
interaccionar con las moléculas del correceptor antigénico CD4 (figura 4 íd), el cual se halla
asociado con ellas, formando un complejo, sobre la membrana de las APC (figura 7).
Estudios de unión a péptidos demuestran que dicha interacción ocurre mediante los
residuos aminoacídicos existentes entre las posiciones 134-148 del dominio 132 (codificados por
el exón 3; Cammarotaet al., 1.992). A su vez, estas observaciones concuerdan con experimentos
de mutagénesis dirigida en múridos (Kónig et al., 1.992), en los que se ha visto que los
aminoácidos de las posiciones 110, 137, 140, 141 y 142 (todos ellos del dominio estructural ¡32)
intervienen en la unión DRB/CD4. En los once alelos Ceae-DRB, estas cinco posiciones se
encuentran ocupadas, de manera invariable, por los aminoácidos glutamina, ácido glutámico,
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alanina, glicina y valina. Dichos aminoácidos se encuentran en muchos alelos HLA-DRB
funcionales.
4.2.5.- Posible afuncionalidad del alelo Ceae-DRBI *0701
Los residuos estructurales investigados hasta ahoraen las secuencias alélicas Ceae-DRB
parecen estar muy bien conservados, posibilitando así el correcto plegamiento tridimensional
de la molécula, la disponibilidadde sidos de anclaje para los antígenos, la dimerización DR/DR
y la interacción con el correceptor CD4.
No obstante, el alelo Ceae-DRBJ *0 701 podría representar una excepción, puesto que
contiene serma en la posición 82 en lugar de asparagina, y se ha publicado que la presencia de
S82 en las moléculas DRB mwinas dificulta o incluso imposibilita tanto el transpone
intracelular de la proteína DRB recién sintetizada como su expresión superficial (GritYith et al.,
1.988).
Curiosamente, en los tres monos verdes en los que se han descrito genes DRB1
duplicados, uno de estos alelos es siempre Ceae-DRBI*0 701 (véase el epígrafe 3 de esta
sección).
150
Manual focal Clnrhc. ~*c,tItadnc
5.- ANÁLISIS EVOLUTIVO DE LAS SECUENCIAS
Ceae-DRB
5.1.- SENALES TRANS-ESPECIE Y ESPECiFICAS DE ESPECiE
La observación del alineamiento de todas las secuencias nucleotidicas disponibles hasta
la actualidad reveló la existencia de motivos comunes a varias de dichas secuencias: Estos
motivos pueden ser de dos tipos:
a) Compartidos por todas las secuencias correspondientes a una especie y
exclusivamente presentes en dicha especie. Como es lógico pensar, este tipo de motivos
se encontró sólo en aquellas especies de las que se habia obtenido más de un alelo o
cuando se estudiaron varios individuos de una especie. A este tipo de motivos se les
denomina “especificos de especie” o “intraespecificos”.
b) Compartidos por secuencias Mhc-DRB de distintas especies. A estos motivos se les
denomina “transespecificos’.
5.1.1.- Motivos especificos de especie
En la figura 36 se han representado aquellos aminoácidos que sólo se han encontrado en
la especie Cercopithecus aeth¡ops y no en ningún otro alelo de los recopilados, hasta el momento
presente, en la bibliografia. Se trata de los residuos 819 (DRBJ *0 702), A24 (id.), S33
(DRA *w601), G44 (DRB*w701), H56 (linaje DRBJ*03) y P73 (DRA! *0302). De estos seis
aminoácidos es de destacar la histidina en la posición 56, que es el único de ellos que ha sido
encontrado en más de una secuencia alélica, dándose además la circunstancia de que aparece,
de manera característica, en los cuatro alelos del linaje DRB1 *03.
La localización de estos residuos queda plasmada en el modelo tridimensional de la
molécula DRB que aparece en la figura 42, donde se observa que ninguna de dichas posiciones
forma parte de la región de unión al péptido. Esto significa que ninguno de estos aminoácidos
específicos de especie interviene en la selección de los péptidos presentados por las moléculas
Ceae-DRB. Tampoco ocupan estos aminoácidos las posiciones de las que ya se ha comentado
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se han visto en las secuencias caracterizadas de monos antropoides. Entre estos residuos se
encuentran: R56, F61 y L64, presentando este último la particularidad de que, dentro de los
MYM, sólo se ha encontrado en secuencias de las aquí estudiadas de Cercopithecus aethíops.
Un cuarto grupo de aminoácidos transespecíficos lo forman aquéllos que, teniendo su
origen en alelos pertenecientes a especies de prosimios, sólo vuelven a presentarse en el estadio
de MVM, pero no en MNM. Se citan entre ellos Q9 y T73, los cuales, para ser precisos, no se
encuentran en todos los alelos consultados de DRB de monos del Viejo Mundo, sino sólo en
algunos alelos de macacos rhesus y del mono verde aquí estudiado (cercopitécidos ambos).
Hay otros aminoácidos cuya evolución parece ser relativamente reciente y que son, por
un lado S74, vista en alelos Ceae-DRB, Mamu-DRB, Gogo-DRB y una sola secuencia de Pa/za-
DRA, o sea, MVM y un mono antropoide, y por otro lado K14 y N43, que aparecen en alelos de
Ceae-DRB en conjunción con secuencias, respectivamente, de Patr-DRA y de Papa-DRB, es
decir, un solo mono cercopitécido y dos especies representantes de homínidos.
De posible interés identificativo son los aminoácidos transespecíficos encontrados
solamente en alelos Mhc-DRB de macacos y de monos verdes, como una marca propia de esta
familia, y que son QIl y A67.
Por último, el residuo M12 se encuentra, además de en Cercopithecus aeth¡ops (MYM),
en Saguinus oedzpus (MNM) y nada más que en estas dos especies.
En el punto 4 de la sección Discusión se comenta el significado de estos residuos
transespecificos desde el punto de vista evolutivo.
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1.- Variabilidad limitada en los alelos MIw-DR8 de
Cercopithecus aethiops
En la actualidad se conoce la secuencia de ADN de más de 200 alelos DRB de primates,
que se agrupan en un total de 30 locí y/o linajes alélicos (loci DRB1-DRB9 y linajes no ortólogos
DRB*w1~D1?B#w21, incluyendo aDRBI 1). En cambio, el espectro de alelos DRB obtenidos en
los monos verdes ha sido relativamente limitado. Por ejemplo, las secuencias correspondientes
al gen DRB 1 pertenecen únicamente a los linajes *03 ó *07, a pesar de que la última compilación
de secuencias DRiB de primates contiene cinco linajes de DRBI (*10, *02 *03 *04 y *07).
Mediante comparación de motivos específicos y la construcción de árboles filogenéticos
se ha demostrado que los once alelos Ceae-DRB corresponden a los genes y linajes DRBJ *03
DRBItO7, DRBS*0J, DRB*w6 y DRB*w7.
El que cuatro de los once alelos Ceae-DRB sean asignables al linaje DRA! *03 apoya la
evidencia de que éste es uno de los linajes más extendidos entre los primates, puesto que un gran
número de secuencias adscritas a él se han hallado en todos los grupos estudiados de primates,
tales como hominidos ~Pan troglodytes, Pan paniscus, Gorilia gorilla y Pongo pygmnaeus),
monos del Viejo Mundo (Mandrillus ieucophaeus, Papo harnadtyas, Macaca tiernestrino y
Macaca mulatta), monos del Nuevo Mundo (Aotus trn-’irgatus, Callithrixjaccus, Callicebus
rnoloch y Saguznus oed¡pus) y prosimios (Galago moholí y Galago senegalensis).
Por el contrario, hasta el momento de la realización del presente trabajo, el linaje
DRBJ *07 comprendía únicamente dos alelos de chimpancé en la bibliografia existente, los
llamados Patr~DRBJ*070J y Patr~DRl3I*0702 (Kenter et al., 1.992) y un solo alelo del mono
rhesus, Mamu~DRB1*0 701 (Slierendregt et al., 1.994). Así pues, pese a ser un linaje muy
escasamente representado, se da el caso de que en el trabajo que aquí se expone han sido
encontrados tres alelos asignables a este gen.
De los restantes genes de histocompatibilidad de clase U de los que se conoce la existencia
de un producto proteico transcrito y expresado (DRB3, DRB4 y DRB5), sólo se ha obtenido un
alelo: Ceae~DR13S*0J01, cuyo linaje ya había sido hallado en Gortilo gorílla, Macaca mulata
y Pan troglodytes.
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El resto de las secuencias obtenidas en mono verde corresponden a los linajes no
ortólogos DR&w6 y DRB*w7, sólo dos de los 20 conocidos en la actualidad (tabla 1). Hasta el
momento, estos dos linajes sólo habían sido descritos en Macaca mulatta, circunstancia que
puede poner de relieve el parentesco existente entre esta especie y Cercoplihecus aethiops.
Es posible que el pequeño número de alelos obtenido en este trabajo se deba a un efecto
selector de la pareja de oligonucleótidos empleada en la amplificación. Por ejemplo, la razón por
la que probablemente no se han obtenido alelos del linaje DRBI *02 podría estribar en que en el
octavo codón (que son las tres últimas bases del cebador DRB-Amp) de las secuencias de dicho
linaje, el triplete TTG es reemplazado por CTG. Un cambio en una posición tan próxima al
extremo 3’ puede provocar una ausencia de complementariedad del cebador directo con la
secuencia diana, acarreando la falta de amplificación.
No obstante, McAdam y colaboradores (1.995) encontraron también que los alelos Mhc-A
de las especies chimpancé común y pigmeo se agrupan en un restringido número de linajes: estas
dos especies expresan alelos Mhc-A relacionados con una sola (fiLA-Al, -A3, -A 11) de las seis
familias de alelos humanos HM-A. Estos limitados repertorios alélicos podrían reflejar un cuello
de botella genético en la evolución de especies correspondientes, o que la selección puede haber
favorecido a una familia panicular de alelos a lo largo de la evolución.
Estos limitados repertorios alélicos de las especies concernidas podrían explicarse por
alguno de los siguientes mecanismos:
a) que la especie ha sufrido un ‘cuello de botella” en su evolución (por ejemplo, por
enfermedades infecciosas que han diezmado la población);
b) que el nivel de endogamia es elevado;
c) que la selección puede haber favorecido a una familia particular de alelos a lo largo de
la evolución.
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2.- Los productos alélicos Ceae-DRB cumplen criterios
de funcionalidad para la presentación de antígenos
Dichos criterios son los siguientes:
1.- Los once alelos confirmados en este trabajo han sido amplificados, donados y
secuenciados a partir de moléculas de ADNc, y se ha visto que no hay en ellos elementos tales
como deleciones o inserciones, que pudieran trastocar la correcta pauta de lectura, o codones de
paro que pudieran impedir la traducción del segmento génico hasta un péptido normal.
2.- En los once alelos se ha encontrado, sin excepción, que el cociente entre las
proporciones, halladas por el método de Nel y Gojoori, de las sustituciones no sinónimas y de las
sustituciones sinónimas (d,,/d~) es superior a la unidad para las secuencias constituidas por los
codones de la región de unión al péptido. Por contra, en los codones cuyo conjunto conforma las
regiones de no unión al péptido, el citado cociente de proporciones es inferior a 1.
Los cocientes d~/d5> 1 en los codones de la región de unión al péptido sugieren que la
selección natural está actuando en el sentido de propiciar la aparición de variabilidad en esta
región, la cual contará con un polimorfismo cada vez mayor a causa de que la mayoría de las
sustituciones que experimenta son de tipo no sinónimo (Hughes and Nei, 1989), situación que es
compatible con lo ya visto en loci normalmente expresados (no pseudogenes) y proteínas
derivadas de ellos, con función presentadora de antígenos. Así, los alelos de DRBI, DRB3 y
DRB5 exhiben en los codones de la región de unión al péptido cocientes dJd~ más altos que el
que se ha hallado para una molécula derivada del gen DRB6 que, probablemente, no es
presentadora (Bergstróm and Gyllensten, 1995).
3.- El análisis molecular del dominio 131 de los productos alélicos de mono verde muestra
la existencia de los restos aminoacidicos que son esenciales para la correcta ffinción presentadora
de antígenos de los productos proteicos de estos alelos. Así, el plegamiento del dominio
estructural ¡31 se presupone por la presencia de los dos aminoácidos cisteina en las posiciones 15
y 79 (véanse 1.2.2.2 de Introducción y 4.2.1 de Resultados).
La estabilidad del heterodimero W13 y la capacidad para interaccionar con determinados
fragmentos peptidicos se da por la presencia dicotómica, en la posición 86, de los aminoácidos
glicina o vaina (véanse 1.2.2.2 de Introducción y 4.2.2 de Resultados). Esta dualidad de residuos
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podría proporcionar sitios de reconocimiento antigénico “grandes” y ‘pequeños” para el mono
verde, al igual que ocurre en alelos HL4-DRB, en los que también se ha observado esta dicotomía
de aminoácidos. Concretamente, tres de los once alelos secuenciados (Ceae-DRBJ *0 703, Ceoe-
DRB*w701 y Ceae-DRB¾v702,los tres con glicina en la posición 86) pertenecerían a la categoría
de los alelos capaces de albergar más cantidad de péptidos y más complejos que los que exhiben
valina en tal ubicación, al tiempo que establecerían unas interacciones DRI3/DRct menos estables
que las conseguidas por estos últimos.
Bontrop y colaboradores (1.995) postularon que esta dualidad aminoacídíca es exclusiva
de la especie humana. El presente trabajo cuestiona, por el momento, tal exclusividad, aunque
seria necesario secuenciar más alelos para poder asegurar de forma tajante esta premisa. No
obstante, puede reseñarse que si bien esta dicotomía glicina/valina se ha encontrado en sólo once
alelos de mono verde, en otras especies de primates, presentes en las recopilaciones bibliográficas,
se da el caso de que aún habiéndoseles estudiado un número menor de alelos se ha encontrado
un polimorfismo de la posición 86 que va más allá del dicotómico glicina/valina. Este es el caso,
por ejemplo, de Aotus frivirgatus (MINM), donde de seis alelos secuenciados, tres presentan
fenilalanina en la posición 86, además de la glicina y la valina en los otros tres alelos, o de los
ocho alelos publicados de la especie Pongo pygrnaeus (MVM), en los que dos de ellos también
tienen fenilalanina en la posición 86.
Los once alelos de mono verde conservan intactos o muy poco reemplazados (en tal caso
por aminoácidos estructuralmente relacionados) los aminoácidos susceptibles de formar las dos
interfases de unión entre heterodímeros a/¡3 (véanse 1.2.2.2 de Introducción y 4.2.3 de
Resultados), por lo que se puede pensar que estos alelos de mono verde son capaces de
interaccionar mutuamente para formar dímeros de DR, siendo ésta otra prueba a favor de su
tbncionalidad.
También se ha visto que en el exón 3 se codifican los aminoácidos necesarios para que los
alelos Ceae-DRB sean capaces de interactuar con la molécula CDI (véanse 1.2.2.2 de
Introducción y 4.2.4 de Resultados), que se encuentra también en la membrana de la célula
presentadora de antígenos formando un complejo con la molécula del MHC.
No obstante, en uno de los aletos de mono verde (Ceae~DRB¡*07OJ) se ha encontrado
serma en la posición 82 (véase 4.2.5 de Resultados) en vez de la habitual glutamina. Estudios
realizados en ratones (Grifllth et al., 1.988) han evidenciado que la presencia de este aminoácido
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en una proteina DRB no impide su traducción pero imposibilita o dificulta su transpone
intracelular desde las cisternas del aparato de Golgi hasta la membrana citoplasmática.
Se ha visto que los únicos alelos de primates no humanos con S82 se encuentran en el
locus DRB6 y son, probablemente, molécu¡as no presentadoras (Figueroa et al., 1.991) debido
a las modificaciones que presentan respecto a las secuencias correctamente traducidas fGogo-
DRB6*0202 (un codón prematuro de paro), Gogo~DRB6*O203 (íd), Popy~DRB6*O2OI (un
aminoácido delecionado) y Popy~DRB6*0202 (un aminoácido delecionado más un codón
prematuro de paro)].
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3.- Duplicaciones genéticas
En este trabajo se demuestra la existencia de tres alelos de DRB 1 en tres individuos, lo
que sugiere que el gen DRB 1 puede encontrarse duplicado en algunos haplotipos de mono verde
(tabla 8). En el mono rhesus (Slierendregt et al., 1.994; Knapp et al., 1.997), el tití pardo (Trtková
et al., 1.993) y en el prosimio Galago senegalensís (Figueroa et al., 1994) también se han
observado duplicaciones de este gen.
De hecho, en los genes de los primates (no sólo en el mencionado DRBl) las
duplicaciones son fenómenos observados con relativa frecuencia (Kasahara et al., 1 .997), tanto
en prosimios (hasta seis diferentes copias de DRB3 y de DRB*w12 en varios individuos de
Oto/emur garneltí; Figueroa et al., 1.994), como en homínidos, tales como Pongo pygmaeus
(duplicacián de DRiB5; Schónbach et al., 1.993) y Pan troglodytes (duplicación del pseudogén
DRBÓ, Kenter et al., 1.992) y en Macaca rnuIaaa (duplicación de DRB6 y de DRB¾v6,
Slierendregt et al., 1.994; Knapp et al., 1.997). Estos fenómenos también se han observado en
genes de clase 1 (Mhc-B; Bontrop et al., 1.995).
El que haya tres individuos con tres copias del gen DRiBI y no dos como sería de esperar,
una por cada gen DRIBI de cada cromosoma, puede indicar que en algún momento de la
evolución, en los haplotipos “ancestrales” a los que representan dichos individuos, se ha
producido una duplicación genética, lo que haría que uno de sus cromosomas friese portador de
dos genes DRBI.
Por lo tanto, el gen Mhc-DRBJ parece haber experimentado un proceso genético por el
cual se promueve su expansión en toda la escala filogenética que se extiende desde los prosimios
hasta los monos del Nuevo Mundo y monos del Viejo Mundo, mientras que se ha estabilizado en
el linaje conducente a homínidos, puesto que esta duplicación de DRB 1 ya no se ha observado
en los linajes conducentes a póngidos (orangután, gorila y chimpancé) ni en el propio ser humano.
Por otro lado, los tres individuos con duplicaciones de DRB1 llevan un alelo
probablemente no tbncional (Ceae-DRBI *0701) por tener la presencia de serma en la posición
82 (véase 4.2.5 de Resultados). Este alelo no funcional podría formar parte del haplotipo que lleva
la duplicación (para comprobarlo seria necesario realizar estudios familiares de los individuos
correspondientes) y podrían haber sucedido, aunque no se sabe en qué orden cronológico, dos
mecanismos:
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a) la duplicación del gen DRB 1;
b) la supuesta inactivación de Ceae~DRB1*070J por la mutación S82.
Parece probable que la selección natural esté actuando en esta especie con el objetivo de
emplazar genes DRBI duplicados sobreun mismo cromosoma, uno funcional y otro defectuoso.
Este mecanismo podría servir para mantener, a nivel de cada individuo, un subconjunto
de moléculas presentadoras bastante grande, con el objetivo de interaccionar con diferentes
péptidos antigénicos, pero no tan grande como para llegar a eliminar, durante el proceso de
selección negativa, un alto número de clones celulares Ten el timo, lo que podría dar Jugar a una
posterior pérdida de ifincionalidad en el repertorio de los individuos adultos y, quizás al desarrollo
de inmunodeticiencias (Bontrop et al., 1.995).
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4.- Los alelos Ceae-DRB siguen el modelo de evolución
transespecífico
La asignación alélica de las secuencias de mono verde, obtenida tanto a través de la
comparación de motivos como por la construcción de dendrogramas (véanse 2.1 y 2.3 de
Resultados), demuestra que estos alelos M7zc-DRB, caracterizados por primera vez en esta especie
animal, siguen el modelo de la evolución transespecifica.
Cienos residuos aminoácidos encontrados en Cercopíthecus aethiops también se han
hallado en otras especies, no sólo de la familia Cercopithecidae, sino también en monos platirrinos
y hasta en prosimios, pese a que la edad de divergencia estimada con estos últimos se estima es
48 millones de años.
Es muy improbable que un mismo motivo aminoácido aparezca en secuencias de especies
tan separadas por medio de un mecanismo de convergencia. Posiblemente, estos aminoácidos ya
existían en los alelos ancestrales de los organismos antepasados inmediatos de prosimios y de los
otros primates, y que su importancia, tanto estructural como fUncional es lo suficientemente
grande como para no haber experimentado cambios en los últimos 85 millones de afios, de manera
que han sido heredados, sin más cambios, por todas aquellas especies que han evolucionado a
partir de los antepasados comunes ya mencionados.
En segundo lugar, la inspección ocular del árbol de distancias genéticas (figura 40)
muestra que hay alelos de diferentes especies de procedencia que, no obstante, se agrupan juntos
en un mismo racimo. Esto quiere decir que lo realmente importante no es la especie de origen de
ese alelo sino su homología con los que quedan agrupados en su proximidad, y puesto que en un
mismo racimo puede haber alelos de especies divergentes, se puede pensar que la homología
subyacente que las ha hecho agruparse juntas se debe a que comparten un antecesor común, el
cual experimentó procesos de duplicación, modificación nucleotídica y variaciones traduccionales
conducentes a una cierta diversidad, pero conservando siempre ciertos rasgos secuenciales que
posibilitan a las diferentes variantes el agruparse en un mismo linaje, definible por esa misma
homología.
Por las argumentaciones expuestas se propone el siguiente orden cronológico de aparición
de los residuos aminoacidicos en el segundo exón de los alelos DRB: hace al menos 85 millones
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de años ya estaban presentes todos aquellos residuos encontrados en secuencias de prosimios, a
saber (K/Q)9, Vil, (A/H)13, Q25, (YIL)26, H30, 131, L37, Y40, 11.56, S60, FM, U4, 066,
T73, S82, R84 y (V/G)86 (figura 43).
Posteriormente, entre 37 y 85 millones de años, aparecerían ciertos aminoácidos no
presentes en prosimios pero si, de manera común en catarrinos, platirrinos y homínidos: D37 y
D38.
Tiempo después de producirse la escisión entre monos del Nuevo y del Viejo Mundo
(hace unos 55 millones de años), un antepasado común al mono verde y al mono rhesus adquirida
los aniinoácidos Qil y A67, los cuales no serian transmitidos, con posterioridad, a los homínidos,
los cuales sí presentan, por el contrario, S74 (visto en gorila además de en los cercopitécidos
mono verde, mono rhesus y babuino), por lo que es dable pensar que este aminoácido es,
evolutivamente, algo más moderno que los dos reseñados anteriormente y, a su vez, esta serma
puede ser algo más antigua que K14 y N43, los cuales sí han sido vistos en dos homínidos tales
como Pan paníscus y Pan troglodytes, además de en mono verde pero, sorprendentemente, no
están presentes en ninguna de las extensas recopilaciones alélicas del exón 2 de genes !vlhc-DRB
de Macaca mulaita.
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5.- Ausencia de alelos recombinantes
Para ¡a generación de la diversidad en los loci del MHC se han postulado varios
mecanismos moleculares, entre los que se encuentran:
a) las mutaciones puntuales;
b) Mutaciones complejas;
c) el intercambio de secuencias cortas o motivos (denOminado por algunos autores
conversiones o mícroconversiones génicas); y
d) mecanismos recombinatorios que combinan la porción codificante de la lámina 13 de un
alelo con la hélice a de otro alelo (Gyllensten et al., 1 .991a, b; Bergstróm y Gyllensten,
1.995).
Los alelos de mono verde de este trabajo apuntan a la existencia de las mutaciones
puntuales y al intercambio de secuencias cortas; por ~jemplo: laúnica diferencia observada entre
los alelos Ceae~DRBJ*030J y Ceae~J3RBJ*03O3 (N cambia por S en el residuo 120,
AAC—+AGC) podría deberse auna mutación puntual; y otro subgrupo de secuencias muestra un
patrón característico de motivos compartidos, como ERiH en las posiciones 28, 29 y 30 de Ceae-
DRB”w601, ~1*0701, ~1*O702y ~J*07O3;o YLEQAJ&AA en las posiciones 67 á 74 de Ceae-
DRB¾vóOJ,~1*0701y -1-0702, consistente con un aparente intercambio de pequeños segmentos
intra- o interlocus.
El cuarto mecanismo de los mencionados anteriormente (recombinaciones extensas) no
se ha comprobado en las secuencias obtenidas en los monos verdes. Esto concuerda con las
observaciones de otros autores en chimpancés (Kenter et al., 1.992), platirrinos (Trtková et al.,
1.993) y macacos rhesus (Slierendregt a al., 1.994) y sugieren que las recombinaciones extensas
contribuyen de una forma muy limitada o nula a la generación de la variabilidad de DRB. No
obstante, un número superior de alelos Ceae-DRB podría ayudar a identificar y distinguir los
mecanismos genéticos paniculares implicados en la generación de la diversidad de DRiB en los
monos verdes.
165
VI.- CONCLUSIONES
ManuelRosal Sánchez Conclusiones
t.- Se han obtenido, por primera vez, once secuencias de genes DRB de la especie
Cercopithecus aethiops (mono verde africano), con una longitud de 516 nucleátidos, que
comprenden los exones de mayor polimorfismo (2 y 3).
2.- La comparación de motivos específicos y la construcción de dendrogramas
permiten la asignación inequívoca de las once secuencias a los linajes DRBt<w6 (una
secuencia) y DRB*w7 (dos secuencias) y a los loci DRB5 (una secuencia) y DRB1 (tres al
linaje *07’y cuatro al linaje *03).
3.- El número de alelos DRB encontrado en la especie es pequeño, limitándose a
pocos genes o linajes DRB de todos los conocidos en primates hasta el momento actual.
Esto podría reflejar que, descartando errores de muestreo, la especie ha sufrido en su
evolución un “cuello de botella” genético, o que tiene un alto grado de endogamia, o que
la selección ha favorecido a determinadas familias de aletos.
4.- Se han obtenido árboles filogenéticos con 56 secuencias de DRB de primates
de distintas especies (prosimios, monos del Nuevo Mundo, monos del Viejo Mundo y
póngidos), que incluyen las once secuencias obtenidas en el presente trabajo. La
topología de dichos dendrogramas no reproduce las relaciones filogenéticas de primates
aceptadas en la actualidad, sino que apoya el modelo de evolución transespecifica del
MHC. No obstante, no se puede descartar que la mayor similitud entre alelos de
distintas especies pueda deberse a fenómenos de convergencia.
5.- Las secuencias obtenidas sugieren que la diversidad de los genes DRB en la
especie C aethiops puede generarse por, al menos, dos mecanismos: mutaciones
puntuales e intercambio de motivos o secuencias cortas o conversión génica; y no ponen
de manifiesto mecanismos de recombinación de fragmentos extensos entre aletos.
6.- Las proteínas deducidas de las secuencias obtenidas cumplen criterios de
funcionalidad como moléculas presentadoras de antígenos puesto que:
a) Las secuencias se han obtenido a partir de ADNc y no presentan deleciones,
inserciones o codones de paro que supongan la inactivación de la proteína.
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b) El número de sustituciones sinónimas es inferior al de sustituciones no~—-
sinónimas en los Jugares de unión al péptido, mientras que fuera de dichos
sitios ocurre lo contrario.
c) Las posiciones 15 y 79 del dominio ¡31 llevan el aminoácido cisteina,
permitiendo que las proteínas adopten la adecuada conformación espacial.
d) Las proteínas presentan los aminoácidos glicina o valina en la posición 86 del
dominio »1, que son fundamentales para la estabilidad del heterodímero a/fr
e) Presentan los aminoácidos alanina, valina, treonina/serina, ácido glutámico y
arginina en las posiciones 49, 50, 51, 52 y 55 del dominio ¡31 respectivamente,
y lisina, histidina, histidina/arginina, leucina, valina, valina y ácido glutámico
en las posiciones 105, 111, 112, 114, 142, 143 y 162 del dominio 132
respectivamente, que posibilitan la formación de dímeros DR/DR.
O Presentan los aminoácidos glutamina, ácido glutámico, alanina, glicina y
valina en las posiciones 110, 137, 140, 141 y 142 del dominio ¡32
respectivamente, que forman la interfase de contacto de DR con la molécula
CD4.
7.- El alelo Ceae-DRBI ‘~O701 podría codificar para una molécula sin capacidad
funcional para la presentación antigénica, ya que lleva el aminoácido serma en la
posición 82 (582) que impide el transpofle intracelular y la expresión en superficie de
las moléculas DRB mnurinas, y que los únicos alelos humanos con 582 son las moléculas
DRB6, cuya función, probablemente, no sea la de presentar péptidos.
8.- En tres de los individuos analizados se han encontrado tres secuencias (en
cada uno) del gen DRBI, lo que significa que dicho gen está duplicado en algunos
haplotipos MHC de la especie estudiada. Los tres individuos con genes DRBI
duplicados llevan el alelo Ceae-DRBI*0 701, probablemente no funcional. Se discute el
significado del hallazgo como modelo de generación de polimorfismo a partir de
pseudogenes.
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Abstract: 01113 genes have been s:udied br the fxrst time it, griten n,onkeys
(Ccrcopit becas oetlxiops>. Eleven new 0118 afieles (exon 2, exon 3> hace been
obíained and sequenced bronx cDNA. A lirnited number of ineages l,ave
hect, identibed: 011131 5(33 (4 alleles), 1)11131*07(3 afieles). 011135 (1 allele>.
D118’wG (x allele). at,d ORB*wZ (2 alleles). The exisíence of Qoc-011131
duplications is supported 1w the ~nding of 3 011131 afieles in 3 diflerení
índividuals. &oe0111fl50701 may be non-functiot,al because it bears serme
al position 82. which hinders molecule surface expression it, mice: dic allele
is only bound it, Ceae-ORIS duplicated haplotvpes. Base changes it: cONA
6’cac-f)11I3 afieles are consistent evith the generation ob pol’,’niorphist,í bv
point ntuíatiot,s or short segnxent exchanges betweet, alleles. The eleven
green monkey 0118 alIces rneet the requirements br fcxnctionality as and-
gen-presenting molecules (perhaps, excluding 011131*0701), sit,ce:
1> thcy hace been isolated Irrita cDNA and do not present deletions, inser
tions or stop codoas: 2) structural :xioíibs necessary br a corred folding of
the niolecule, br the formado:: of DR/DR dimers and br 0)4 it,teractiot,s
are conserved, and 3> [he nuruber of non-synonyrnous substiwtiot,s is higher
[han [he number of ss’nonynxous subsdturions it, [he peptide binding region
(IB!?). whie dic cot,trary holcis [roe bou dic non-FBI? region.
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The major histocompatíbility complex 01113 genes code br the [3
chains of proteins that preseníantigenic peptides to CD4 T lympho-
cytcs. DRO gene poíymorphism has biten extensively studied in
humans at,d it, severa! nonhuman primate species: the last pub-
lished compilation contains 244 exon 2 sequences corresponding to
Neceived 2? October 1997, revised.
inccepted lot publiCatiOr’ 13 March 1998
Cepyr¡ght © Munlesgaard Isea
t,ssije Ariligent , 5591 0001-2815
T¡ssue Antigone 1998: 51: 541—548
Printed Lo Denmerir . Ahí right eresorved
Bbc tudeotide sequence data reponed in Ihis paper have hect, subn:iíted tu Gen-
bank or to [heGenome Sec¡uettce 1);íta Base and [he bollowing accesaton ní:nrber-shace hect, assigned: LI1537 <CcaínDRR*rc601), uxg2ss (Ccae.DÑ8s*úIÚíx.
U19284 (&ac-011t31 *0701> [J19285 (Ccoe.DRBI*0301). L47989 (Cro’-
1)11131 ~0702) 1,47988 (Cúací3118l 0302> U19286 (Ceoe- 01181*0303). 1,47987
(Ce’ae-DRB’:í 701). L4 x 538 (Clin-! )liiR*u 702>. [.41539(Ceoe- 011131*030.1). LlIS-ZO
(Ceoe -01181 *0 703).
ihe contribution 1w Manuel Riísa!-Sánchez and Estela Paz-Artal ¡5 egmíl níccí
dic order of authorship a arbirrarv
541
4 í>ongulae, catarrhini and phítvrrini species <1). Suhsequently, new
1)1113 afieles have been reported (mm DNA sequet,cit,g studies in
inacaques (2—6), baboons (3, 4). New World monkeys (7, 8) and prO-
simiat,s (4,9). The genetic haplotype structure has also been studied
it, many apes; tIte number of 1)1113 genes pa haplotype 15 ¡lot COt,-
stant and shows duplications and deletiot,s during evolution (10).
Assignation of a new primate 011/3 sequence to a well~defined
orthologous 1)1113 gene from other species is not always a straight-
forward task; however, the frequent slíaring ob motifs among alleles
corresponding to different primaw species has led [o [heir classifi-
cation it, lineages: sequences froní [he sanie lineage cluster together
wiíhit, an evolutive tree clade. An allelir lineage is composed of
sequences coming bronx difberet,t primate species that share a degree
of homology higher [han that bound (nr 01113 alleles belonging to
the saíne species. ‘Phis is a charaderistie of class 1 and class II Mhc
polymorphisrn aud supports the transspecies model of evolutioíí
(11). This has been further demot,stratecl hy [he fxnding ob [he same
Mhc-Ea!leles it, two pairs ob dibferent monkey species <12, 13). Sorne
01113 lineages were established more than 85 t,íi!lion yearsago (9>.
Severa! mechanisnis have been postulated it, order [o explain
MIzc po!ymorphism generation (point or complex mutations, recom-
binations. gene conversions or segmental exchanges) (14) and bor
maíntaining [bis polymorphism (xenobiotic.driven selection, disas-
sortative mating, maternalbetal incompatihility, high mutation rate,
ancient neutral po]ymorphism) (15, 16). but their degree ob contri.
bution to [he observed variability is controversia!.
The description ob [he DI? molecule crystalíographic structure
(17) allowed te identification of the putative amino acid residues
which in:eract with [he CD4 molecole and ~viíh [he antigenic pep
[ide. Hughes and Nei demonstrated [bat [he rates of non-synony-
mous substitution exceed [bat of synonymous substitution it, the
antigersrecognition site, whereas out of that region, the bormer was
signiñcan[ly lower than [he la[ter (18). These resul[s suggest that
[he high degree of polymorphism at class II Mhc loci is main!y
caused by microorganism~driven overdomit,ant selection Qxetero.
zygote advantage) working a[ the antigen-recognition site.
T líe contribution of [he presen[ paper [o tbe knowledge of the
Mhc polymorphism jo primates consis[s ob the description of 11
1)1113 exot, 2 plus exon 3 sequeríces it, Cercopithccus aethiops. Exon
2 sequencing allows [he identification of mos[ 1)1113 polvmorphic
varian[s. Iixon 3 codes br severa¡ essential amino acid residues,
and plays an inípor[an[ role it, DR/DR dinier bormation and iii inter-
actions wi[h [he ‘E-ce!! coreceptor molecule CDI. DR/DR diníer for-
mation migh[ provide [he initia! signnling bor T lyrnphocytes and
at,tígL-n-presenting celís to trigger cellular activation (17); CD4-class
II Ml-fC interactions modulate ‘Pce!! sigua! transduc[ion (19—21) and
have a major role ni íntra[hymic ‘Pce!! selection (22). The putative
structure ob ihe nhtained sequences is analyzed and buoctional con-
clusinns are drawn. Duplications, point mulations at,d shor[ seg
mental exehanges are probab!v present it, [he exro!utíon of the green
monkey 01113 genes.
Material and niethods
Ape ceil Unes
Fifteen kidney ce!! hííes from [he species Cercopitlwcus (lctlliops
(green monkey) were analvzed (Whi[aker, Walkersvi!le, MD). Thev
correspond to ñ(teen individua!s without famuly links.
RNA isolation, cDNA synthesis and PCR
Total RNA ~vasextracted as published else~vhere (23). cI)NA ~vas
synthesized with the Reverse Transcriptinn Sys[em (Promega, Ma~
dison, WI) following the tnanufacturer’s recommendations. 01113 ex-
ons 2 and 3 were PCR~amplified with the primer DRh3-At,ip A brom
exon 2 (24) and the primer DRI3E-3 brom exon 3: 5’.
TGGCAGGTGTAAACCTCTC-3’ - Priníer DRBE-3 xvas designed
taking into account the consensos humaíí 1)111? seqoence (25); it
does not ampliby a particular afiele or group of afieles, bol al! tested
DR alleles (unpublished observations>.
Cloning and sequenclng
ECU products xvere purified (Wizard PCR-I’reps l)NA Porifxcation
Sys[ent Promega, Madison, WI) and inserled it, [he pGIiM-T
plasmid vector (pGEM-T Vector Systems. [‘romega, Madison, WI).
Af[er cloning, recombit,an[ plasmids were isolated (mm positive
colonies and purified by vacuum-propelled minico!oníns (QIAwe!I-8
Plasmid Puribication Ki[, Hilden, Gerrnany). l)ouble-strat,ded DNA
ternp!aíes ~veresequenced in bo[h directions ~villxthe priníers corre
sponding [o [he M13 sequences contained it, [he pCEM-’l’ vector.
Electrophoresis and analysis of [he sequenced sat,íples ~veredone
it, a Perkit, Elmer automated DNA secloencer (Foster Citx% CA) as
previously described (23).
Dendrograms and synonymous/non-synonymous
substitution caleulations
‘Phe eleven sequences repor[ed it, [his ~vork‘vele used (nr íhe con-
s[ruction of two dendrograms. The first nne coixtained also primate
1)1113, 1)4)8, and DPI) consensus sequences and was obinined by
te UI’GMA-CLUSTAL ¡ne[hod (PC Gene: lnte!Iigeneíics. Mnon[ain
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1-Vg. 1. Exon 2 denclrograni depicting plxylogenetic rela[ionships
of dxc eleven Ceae-DRB Mieles reported im this work. The irte was
cít,strocted by [heNJBOOT method (set Material and rneíhods) wiíh se-
qoences bronx [hecompilado:, ob OhUigin and coworkers (1) toge[her wi[h
MapnuD1185tú21 01, MÚ,ñu,Ii)UR*2102, MarnuDRI3*w2001. anil Moma
I)RBIW702 (2). BoId tvpe charac[ers correspond [o [henew Ceae-DRB
seqoences. Boots[rapping values are showt, on [hebranches corresponding
to Cene-ORE aludes. Popo=1’aí paaiscus, Patrm Pon trogto,Iyfrs, Cogo~
Coral/a gorila, F’opy=I>ongc pyg’nacus, Ma,nat=Macoca naulalta, Aianc
Macaca nemestp-ina, Ceae~’ Cercopithecus aetlñops. Como =Caliicetus nielará.
AoÉr=Aohes trívirgatus, Cojo=CoIlifh,-ix jarchas. Ceap=Cebuís apdla,
SrzscSoiíniri sci,írcus Saco =Saguinus cedipus.
prtblished hy Slierendregt ;índ coworkers (2). ‘Phe genc4ic distances
caaDRBJaasoI ivere calculated by uhe Kimura two-pararneter method (27),
Synonymoós and non-synonymoos sobsti[u[ions were calcolated
by [he NAC prngram (28) based on [he Jokes at,d Cantor rnethod
(29).
Results and discussion
Assignat¡on of DRB ¡ccl or lineages
Confirmation tha[ the ejeven differen[ seqoences (‘Pable 1) corre- -
spond [o 011/3 genes was obtained because they clostered together
wi[h a 011/3 consensos sequence it, a dendrogram constrocíed with
DRO, DQB, and DPI) exon 2 consensos sequences (data no[ shnwn).
MaffM-DABÓ’O¡O¡ The assignmení ob alleles [o particular 0118 loci or lineages ivas
done by [wo differcnt methodologies. ‘Phe first orie consists ob the
sequence comparison w-ith seqoences already published and the de-
tection ob locus- or lineage-specific motifs. ‘Phese assignations were
corroborated by a second me[hod, which consisted ob [he constroc-
[ion nf a genetic distance dendrogram; it, [bis tree, [he obtained
Ceoe-’ exon 2 seqoences clostered together ~vithalleles of [he corre-
s~e.au¡’oso sponding locos nr lineage (Fig. 1» Anotber [ritewas cons[rocted by
using [he parsirnony program DNAPARS (PHYL[P. 30) and it
showed essentially [he sanw branch [opology as [he ineighbor~ den-
drogram (data not shown). The new eleven MIeles were named ac-
cording to [he nomenclatore proposal of K]ein and co~vorkers (31),
Seven alleles corresponded [o 011/32 (four [o [he ~03 lineage and
[bree to [he ~O7lineage>; nne to 0/lBS; nne lo [he flkl3í~w6 lineage,
and two [o [tic DRB5w7 lineage (Table It
Limited var¡ability and genet¡c duplicatlons
Vie~¾CA>. ‘Phe secnn(! dendrograín was constructed by thc neigh-
borjoining methnd (26) (Fig. 1> aud it also coníalus 45 exon 2 0813’i’able 2 shn~vs íwn significaríl findings. First, [he spectrum of Ii)R13
seqoences broto [he compilation ob OhUigin and coworkers (1) (ir alíeles obtained it, Cercopilbecus aethiops is relatively li:t,ited. Al!
fi fl~S fil 1145
Ceat-DRrPVflU
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Mieles obtalned and nuniber of clones sequenced DRB alloles fornid It, cadi green monkey Individual
Number of clones[fromtwo Dr niO<C POR>
7
30
12
18
4
6
I~1
6
24
14
5
the obtained seqoences brnm [he 1)118] gene correspond nnly [o [he
*03 nr Ube *07 line-ages, al[hoogh [he last compilation ob primate
DRO seqoences cnn[ains five 1)11/31 lineages (1). The fxnding of fnur
011/32 ~03alleles in green monkeys suppnr[s [he fact that 011/31~03
isa very exended lineage amnng apes, since several representatives
have hect, bnund it, al! the stodied primate groops (Pongidar, Oíd
and New World moukeys) and prnsimians. In contrast, [he
DROI *07 lineage was nnly reported in hvo chimpanzee al¡e¡es
(Potr.1)11/3150701 nod Patr~011B1*0 702 (14)) and nne rhesos ma-
caqoe MIele (Maínu~D11/31*0701 (2)); it, green monkey ‘ve have ob-
tained [hree addi[innal alleles: &ae.DRB1*0701, *0702 and
~O705Only one al¡ele has hect, ob[ained (Ceae~DR135*ol01) from
[he remaining 011/3 genes whichare postu¡ated [o be expressed. No
ORBB ox- 011/34 al¡eles have been fnond it, [he greca monkeys ana-
lyzed bor [he present work. ‘Phe primate DRB compilation also con-
[ajos more [han fibteen DR/3*w lineages and new ro ineages have
sobseqoen[ly been described (2—6); the Cercopithecus aetlziops mdi-
vidoals studied by us show afieles frorn only 011/3*206 (m’601> and
5w7(/’w 701 and Izo 702) lincages. McAdam and cnworkers (32) also
reported a restricted nomber ob lineages ho[h it, chimpanzee and
bonobo: [hese species express Mito-A alleles related [o only nne
(HL4 Al, -AS, -A 11) nf [he siz homan HL4-A afiele bamilies. ‘Phis
¡imited al!e!ic repertoire could reflec[ a genetic bnttleneck it, [he
evolotion of [he concerned species, inbreeding, nr [ha[ selection niay
have favored a particolar family of alleles alnng [he evolution.
‘Phe second remarkable flnding is [he identification ob three mdi-
vidoals bearing [bree 01113] alleles each (‘Pable 2); this nieans [bat
[wocopies ob [he DEBí gene mas’ be present it, some griten monkey
Már haplo[ypes. Doplicatinos nf Mhc-B and -D1185 it, ní-angu[ans,
-011/36 it, chi¡npanzees, -1)l?B6 and -DRfiw6 it, rhesus niacaques.
Individual
Ve-1
Ve-2
Ve-3
VO-4
VeS
Ve-6
Ve-7
VeS
Ve-SO
Ve-li
Ve-12
MIeles [ceae-0PB>
10302. 1*0702. ‘vígOl. wlOl, *w702
5*0101
5~0101,
5*0101
5’0101
5*0101
320301.
320301,
1’0301,
‘w702
320703. *~7()~
320701
1’0302. 1 0701, wgOl, ~w101
1*0303.320701. $y7[)~
Vn-lS ‘w702
Ve-14 10301, 320303
Ve-lS 320304, 320701. 1’0703. wGOí
Ve-16 320301
Indíviduale e-Ib DRO gene duphications ere underlíned.
Table 2
and -011/33 it, a prosimian have also been reported (somniarized it,
reberence 10). 0118] gene dop!ica[inns have been reported it, rhesus
macaque (2, 6), doskv ri[i (33) and [he prosimnian Galago senegalensis
(9) and in [bree griten mnnkeys s[udied it, [bis work. In conclusion,
[he Mlzc-01182 locos seenis [o be expanding it, haplo[ypes frnm
Oid and New World mnnkeys and prosimians: [his is probablv due
[o a freqtíeíít occorrence ob unequal crossing-ovcrs. In con[ras[,
011/31 mas’ have reached genc[ic stability it, [he lincage leading [o
Pongidee (orangotan, gorilla, and chimpanzee) aíid huíínans. since
no more [han nne 011/31 gene per hapln[ype has been described it,
[hesespecies.
Evolutlonary mechanisms
Several molecular mechauisms have been postolated bor [he genel-
ation of genetic diversity ar [he ¡[-¡he mci incloding: 1) pnin[ mo[a-
[jons, 2) complez mo[atinns, 3) exchangc ob short sequence mntifs
across dic gene, and 4> exíensive ecombination cven[s. coníbining
varian[s ob [he 3-shee[ ob nne afiele wi[h that nf varian[s ob [he cx
helix of another allele (34. 35). ‘Phe Ceoe- 011/3 alleles boond it, [his
work provide evidence bor the occorrence of [he fi-st :índ [he [bird
mechanisrns, btu a microgene conversion mas’ no[ be discarded; a
point ínutation coold be í-esponsible br [he oniqoe diflerence ob-
served arnong Ceae-l)RBI ~0302and Ceoe-DRBI *0%13 afieles: as-
paragine and serme respectiveis’ appear at residue 120 (AAC—~ACC)
Sequcoce
ceací
ceae-2
Oeae-3
ccae-4
OcaeS
Oeae-6
Oeae-7
Oeae-9
cean-lo
Oeae-13
Oeae-17
ToMe 1
AlleIic eseigrietion
ceae~DRo*w601
cene-ORoS*01(31
ccaeon81*0 701
ceoe-oRal *030:
ceaeDRBI*0702
Ceoe~DRB1*0302
Ceae~DROi*0303
Oeae-ORBw701
ceae~DR8w*702
cnoe-0R21kQ3Q4
Ceae~ORB1*0 7(33
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Mg. 2. Exom 2 asid 3 Ceoe-Dm) nucleotide sequences obtaimed ¡u
the presemt work. Exon 2 seqoences are aligned [o dic DPI) consensos
seqoence bronx [he nonhoman primate DRB compilation fi). Exon 3 se-
(PÁgs. 2 and 3) O[her subgroupsof seqoences shoxv a charactermstic
pat[ern ob shared mo[ifs: bor example ERH al posmtmons 28, 29, aud
30 ob C~eaeDR/3*w601, 1*0701,1*0702 and ¡*0703; nr YLEQA-
RAA it, pnsi[ions 67—74 of CeaeDRB*wÓOI. 1*0701, and ¡*0702
(Fig. 3): this ms consistent ‘vi[h apparent intra- nr intexIocos ex-
changes nf shor[ segrnents. ‘Pbe fourtb mechanisní (extensive re-
combination even[s> has ant been obsez-ved it, [he seqoences ob-
tained broní [be green monkeys stodied for [bis xvork; [be lack of
[bis kind ob recombination events agrees with ntbers’ observatinas
on chimpanzees (14), pla[yrrhine primates (33) and rbesos ma-
caqoes (2> sugges[ing [bat extensive recombination has a limited
nr noíi con[ribotion [o the generation of DR!) varinbility Neverthe-
less. a higher nomber of ~eae-DR/3 sequeííces migbt be necessars’
[o iden:ify aííd dis[inguish [he particular genetic mecban!sms ím-
que:xces are aligned to Ceoe-DPI)] 0301. Irlen¡i[s’ ob nocleotides is repre-
seníed by a hyphen.
severa! Oxte-DPI) sequerwes are niore similar to dibberen species’ nr-
[bolognosseqoences [han [oo[ber ~cac-DROalleIe& also, alleles [mm
different primate species gmoup togetber it, near braíícbes. Itt addition.
DPI) afieles bí-om gícen monkeys sbare seveíal amino acid residoes
w-itb tbnse froní other primates. Tbis cnold be doc in the generation
of [he 1)11 diversi[y it, cnmmot, ancestors batalso [o convergen[ evol-
odon. I-lowever, certain amino acids (onderhned. PÁg. 3) are excios-
ivels’ bound it, green mnnkes’s and none ob [bese (boid face. PÁg 3) are
placed a[ tbe peptide binding region (PB!?) positinns; thos tbey do not
seem [oexer[ any infloence in [beselection ob peptides presented by
[be &rcopi/hecus aethiops DRI) molecules. A so, [be species-specibic
residues appear it, green monkes’ 1)11/3 ínnlecole positions wbicb do
not correspond [o [he ‘Pce]! receptor contact region nr [o regions
stabilizing 1)11/DR contac[s (17).
plied it, [be genel-ation of /)11/3 diversiíy it, green monkeys.
Ceae-DRB alleles show a furíct¡onal-presenting molecule
Trans-specles asid specles-spec¡f¡c signais structure
‘Eñe dendmngram it, Fig. 1 supports [be notion thai Corcopitlzecus oc-
thiops 1)111? alleles bollow [be trans-species tunde! ob evoltítion, sínce
‘Ube CoacORO alleles seqoenced bor [bis work have been characwr-
zed frnm cI)NA and [bey do not present deletions, inser[ions nr
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Fig. 3. Predicted amino acid seqtiences of [he II Ceoe-DPI) al-
leles identified in [his ~vork.Iden[i[v En [he consensos is represenled by
a hnphen, dibferet,ces are represented by Single-le[er sobs[itu[ions- Species-
specific residues are txt,derlined. PB!? residoes are it, bold face.
stnp codnns tba[ could preven[ líe [ransla[iníí into normal pro[eins.
Also, [he Ceoe-D11I)al¡elennn-synons’ííious/ss’nons’moussubstitotinn
ratio (d
91/d5~ is bigger [han 1 for [be 113!? codons, wbile the cnntrars’
bolds [roe for [be noxí-PBR resi&íes (‘Pable 3). l-Iigh dN/ds ratios at
PB!? sites soggest tbat positive selection is working a[ hese sites [o
pronsote variability (18>, and are consistet,[ with normalís’ expressed
genes and prnteins wi[h antigen-presenting bunctinxí (36).
Certain DR-[3 chain residoes are iíxxpnrtant bor [he correct struc-
[ore aííd bonctiot, of [be 1)11 molecole (17); sorne of [liosobave been
revísed it, order [o bortber s[rengtben [be fact [bat [be new Cooe-
1)118 aflojes í-epo¡-ted it, this work codo Inc pmteins capable ob pro-
seííting an[igenic poptides. It has hect, observed [bat al! [be &oe-
1)118 seqoences present cysteines at botb residue 15 and 79, whicb
are neoded for [he correc[ folding ob [be molecule (37). Residoe 86
iníluences [be natore and !ength ob [be presonted peptides and con-
[mIs [be stability ob tbe viii dimer (38, 39>. HLA-DRB bears it,-
variab¡y either glycine nr valino a[ residuo 86 at,d, according [o
some authnrs, tbis strict doalits’ is exclusive bor Horno sapicos and
is mt foond it, other primates siudied (10). Surprisingls’, tbis dicbo[-
onís’ has been observod also it, [be Ceoe-ORO afieles presented in
[bis wnrk. Nevertboless, maus’ o[ber primate species sbow different
amino acids nr more extensivo variabilits’ at [bat position in spite
ob [he sm-all saíííple nf alleles charactorixed: at position 86. 9 Como-
DRIl? alleles prosen[ gls’cine, y-dIme, serme (Ir leocine; 8 f’opv-0PO
alleles and 6 Aotm—I)RO afieles present valine. gls’cine nr pbonylala-
nine; 6 Ceap-I)RI) afieles present glvcine nr serme; 11 Sose-DRO
afieles prosen[ pbens’la!anine, letícino. argiííine and serme. It, con-
closion, [be doalits’ glvcino/va]ine seems ío provide sbort’ and long
peptide binding sites [o groen mnííku-s’salso (¡): [he boman speci-
ficity ob [bat níecbanism (10) mas’ be qoestioned according [o [he
data ob[ained bron Ce-cnpitlwcus acthiops, al[bough more alletes
need to be seqoenced Un confirní [bis observation.
DR) crystaí!izes as a dimer (al ihe cx/I¡ belerodimer (¡7) aííd cer-
tain [3-chainresiduos are involved in [he l~)R/DR interactiot,s. ‘Pbe
ñrst interface comprises amiCmo acids at pnsitions 49, 50, 51, 52.
asid 55, wbich are extremeis’ conserved iii htxníans (alanine, valine.
[brennine, glotamic acid. and aí-giííine respectiveis’); tbe same amino
acids bayo been bound a[ be correspnnding posi[ions of &ae-DPI)
alleles, excep[ for position 51, wbicb is occopied by serme (instead
ob tbrennine) it, several allelos (Ceoe.1)RO.I*0701, *0 702, *0703
*0301, *0302, 0303, and *0304). Botb amino acids, tbreoííine and
serme, al-e polar ííeutral aííd serme is presen[ iii severa! gorilia, dril!.
rbosus macaqoo, and pigtail macaqtío 1)/lB alleles (1). Also, two salt
bonds from glutamic acid [352it, nne DR inolecule to arginine ~55
it, [be o[líer molocole are conserved iii alt [be human 011 alleles; [be
eleven Ceoe-O/lI) alleles invariabis’ present the sanie amino acids a[
he respective posi[ions. ‘Phe secoad DR/DR mníerface of 3-chain
residuos is formed by amino acids at positinns 105, 111, 112, 114,
142, 143, and 162. ‘Pbree of them (bistidiííe-11 1, bistidine-112, and
glu[aniic acid-I62~ interact with residoes nf rbe other DR molecole
a2 doníain in order [o originahe [bree salt bot,ds. ‘P bese seven amino
acids are very conservod it, bumaíís and [be onís’ positions witb
sligb[ variability are 105, 111, and 112. whicb are occupied alwas’s
bs’ polar positive amino aci(ls: arginine. lysiííe nr bistidiííe. ‘Phis
amino acid pa[er[1 observed it, [he human DR/DR secot,d interfaco
is algo boond in [he groen níonkey 1)1113 afieles.
Anntbor burictional role ob [be DRO molocules is [be interaction
witb dxc T?cel> coí-ecep[nr malecule CD4. Peptide binditxg studies
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TabEe 3Nucleotide substitutlon pattern In DRB
PER [t,=48)n Non-POR n~l
9Sl~
dN
0s dN
Ceae-DRB’w6 VS Oene-DRB 820±657 52.6±16.5 112±5.21 593±203
Ceae-0R85 vs Coao-0RB 119±11.7 762±22.9 160±6.43 611±209
ceae-ORBI vs Ceae-0RB 130±10.2 548±16.7 812±415 529±184
ceae.0R8Aw7 vs Ceae-OP8 277±19.0 688±20.4 8.68±4.49 671±2.17
Mean ntnmbers eno siendere errora ere enorensed en percentages al nyraDr,lnnaouS nubstitijvions pv’ nynDnymDus site (0e> erad r,~n
slnrnanymOut eubetitutiovrs por norT-nyTcnymDeA vito IOn>.
o: PRR—peptide b¡ndir,g regiave. codann 9. 11, 13. 28. 30, 37, 38. 57, 61. 67. 70. 7174. 78, 82, 86
a: non-PBR=Codorn 91; 89, eneluding tl,a PSR codons
baye identified a regiolí at [be [32do,ííait, (residuos 134—148) thaI
is responsiblo br tbat intemaction go). Tbis agíces witb mo[atinn
experiments in ninose, wbich bave sbnwn tbat [be [32-domainresí-
does involved iii [be DR/C04 recognition are 110. 137, 140, 141, and
142 (41). Tbe animo acids bound at [beso uve positions are also
consorved it, [be Ceoe-I)R/3 ahojes; [he sanie at,íiíío acids can be
found in íííans’ functioííaí boman 1)11/3 alleles (40).
In conclosion, [he structural residoes investigated it, Ceoe-DRO
alleles seem [o be conservod enoogh [o alínw potative DR/DR
dimerizatiot, and binding [o CD4 moleculos. ‘Phíese aud o[her
cbaracteristics nientioned aboye (no deledoas, insertint,s nr stop en-
dons and dN/ds>1 it, PB!? sites) soggest tbaí tbo DRO alloles ob-
tained froní [be green monkey in [bis xvork are bunctional. Ceoe-
01181*0701 might be an exception, since it coíítains serme (5) at
position 82 iíístead of asparagine, and it has been described [bat
[be presence of S82 it, niurixie DRB molecules impairs bnth [be lii-
tracollolar [íansport of thío protoin and its expression (42). Tbo onís’
íionboman prima[e alleles witb serme al posm[iníi 82 correspoííd [o
[be probabís’ non-prosoníiíig 011/36 molecules (Gogo.DRI)6*0202,
Gogn.DRI)6*020.3, Popy.011B6*0201, and Pnpy- 011136*0202) (1).
lnterestingíy, [be [bree groen monkes’s sbnwing duplicated D/l/31
genes bear the S82-pnsitive albIo (~eoe.DROl*070i). Altbough it
ís difficult to establisb wbicb of tbe twn bnllowing events arose In
tbe first place: 1) a 1)11131 gene doplica[iníí. nr 2) a putative inacti-
vation ob [be Ceoe-ORín *0701 albIo 1w means nf [be 582 mutation,
selectivo forces might be working [o pu[ dííplicated and defective
DRB1 genes togetber ja [he same bap!o[ypo. ‘Phis wou]d níaintain,
al dio individual level, a subset of presenting moleculos largo
ennogb [o doal with different antigenic poptides. but not as excess-
íve as [o delete a nomber of ‘P-ceII clones in tbe ths’mus whicb
woold originate a fuxictioríal bole it, [be repertoire (10).
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